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DESCRIPCION
Procedimientos terapéuticos y de diagnéstico para el cancer
CAMPO DE LA INVENCION

En el presente documento se proporcionan procedimientos de diagndstico y composiciones terapéuticas para el
carcinoma de pulmén no microcitico.

ANTECEDENTES

El cancer sigue siendo una de las amenazas mas mortales para la salud humana. En los EE. UU., el cancer afecta a
casi 1,3 millones de pacientes nuevos cada afio, y es la segunda causa principal de muerte después de cardiopatia,
representando aproximadamente 1 de cada 4 muertes. Por ejemplo, el cancer de pulmén es la forma mas comun de
cancery la principal causa de muerte por cancer entre las mujeres estadounidenses. También se predice que el cancer
puede superar a las cardiovasculopatias como la primera causa de muerte en cinco afios. Los tumores sélidos son
responsables de la mayoria de estas muertes. Aunque han existido avances significativos en el tratamiento médico de
determinados canceres, la tasa de supervivencia global a los 5 afios para todos los canceres ha mejorado solo en
aproximadamente un 10 % en los ultimos 20 afios. Los canceres, o tumores malignos, metastatizan y crecen
rapidamente de manera incontrolada, o que hace que la deteccidn y el tratamiento a tiempo sean extremadamente
dificiles.

El ligando de muerte programada 1 (PD-L1) es una proteina que ha estado implicada en la supresién de las respuestas
del sistema inmunitario durante infecciones cronicas, embarazo, aloinjertos de tejido, enfermedades autoinmunitarias
y cancer. El PD-L1 regula la respuesta inmunitaria uniéndose a un receptor inhibidor, conocido como muerte
programada 1 (PD-1), que se expresa en la superficie de los linfocitos T, linfocitos B y monocitos. El PD-L1 regula
negativamente la funcién de los linfocitos T también a través de la interaccidén con otro receptor, B7-1. La formacion
de los complejos PD-L1/PD-1 y PD-L1/B7-1 regula negativamente |la sefializacion del receptor de linfocitos T, dando
como resultado la posterior regulacion por disminucién de la activacion de los linfocitos T y la supresion de la actividad
inmunitaria antitumoral.

El documento WO 2014/151006 divulga que la expresiéon de PD-L1 es indicativa de una mayor probabilidad de
respuesta de los pacientes de cancer al tratamiento anti-eje PD-L1.

A pesar del avance significativo en el tratamiento del cancer, todavia se buscan tratamientos y procedimientos de
diagnéstico mejorados.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona procedimientos de diagnéstico y composiciones terapéuticas para el carcinoma de
pulmén no microcitico (CPNM).

En un aspecto, la invencién presenta un antagonista de uniéon a PD-L1 para su uso en el tratamiento de un paciente
que padece un carcinoma de pulmdn no microcitico, en el que se ha determinado que una muestra de tumor obtenida
del paciente tiene un nivel de expresién detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de las células tumorales en la muestra
de tumor, en el que el antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo, en el que el anticuerpo es atezolizumab, y en
el que el nivel de expresion de PD-L1 es un nivel de expresién de proteinas. En algunos modos de realizacién, la
muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresion detectable de PD-L1 en células inmunitarias
infiltrantes de tumor que comprenden menos de un 10 % de la muestra.

En otro aspecto, la invencién presenta un procedimiento para determinar si es probable que un paciente que padece
un carcinoma de pulmoén no microcitico responda al tratamiento que comprende un antagonista de unién a PD-L1,
comprendiendo el procedimiento: determinar el nivel de expresion de PD-L1 en células tumorales en una muestra de
tumor obtenida del paciente, en el que un nivel de expresion detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de las células
tumorales en la muestra de tumor indica que es probable que el paciente responda al tratamiento que comprende un
antagonista de union a PD-L1, en el que el antagonista de union a PD-L1 es un anticuerpo, en el que el anticuerpo es
atezolizumab, y en el que el nivel de expresién de PD-L1 es un nivel de expresién de proteinas.

En otro aspecto, la invencién presenta un procedimiento para predecir la reactividad de un paciente que padece un
carcinoma de pulmdn no microcitico al tratamiento que comprende un antagonista de unién a PD-L1, comprendiendo
el procedimiento: determinar el nivel de expresion de PD-L1 en células tumorales en una muestra de tumor obtenida
del paciente, en el que un nivel de expresion detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de las células tumorales en la
muestra de tumor indica que es probable que el paciente responda al tratamiento que comprende un antagonista de
unién a PD-L1, en el que el antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo, en el que el anticuerpo es atezolizumab,
y en el que el nivel de expresion de PD-L1 es un nivel de expresion de proteinas.
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En algunos modos de realizacién, el procedimiento comprende ademas determinar el nivel de expresién de PD-L1 en
células inmunitarias infiltrantes de tumor en la muestra de tumor obtenida del paciente. En algunos modos de
realizacién, la muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresion detectable de PD-L1 en células
inmunitarias infiltrantes de tumor que comprenden menos de un 10 % de la muestra.

En algunos modos de realizacion de cualquiera de los aspectos precedentes, se ha determinado que la muestra de
tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresion detectable de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de
tumor que comprenden un 10 % o mas de la muestra de tumor.

En otro aspecto, la invencién presenta un procedimiento para seleccionar un tratamiento para un paciente que padece
un carcinoma de pulmoén no microcitico, comprendiendo el procedimiento: determinar el nivel de expresién de PD-L1
en células tumorales en una muestra de tumor obtenida del paciente, y seleccionar un tratamiento que comprende un
antagonista de unién a PD-L1 para el paciente en base a un nivel de expresidon detectable de PD-L1 en un 50 % o
mas de las células tumorales en la muestra de tumor, en el que el antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo, en
el que el anticuerpo es atezolizumab, y en el que el nivel de expresién de PD-L1 es un nivel de expresién de proteinas.
En algunos modos de realizacién, el procedimiento comprende ademas determinar el nivel de expresion de PD-L1 en
células inmunitarias infiltrantes de tumor en la muestra de tumor obtenida del paciente. En algunos modos de
realizacién, la muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresion detectable de PD-L1 en células
inmunitarias infiltrantes de tumor que comprenden menos de un 10 % de la muestra.

En algunos modos de realizacién de cualquiera de los aspectos precedentes, la muestra de tumor obtenida del
paciente comprende una poblacién de fibroblastos y/o miofibroblastos. En algunos modos de realizacion, la muestra
de tumor obtenida del paciente comprende un estroma deficiente en células y/o colagenizado. En algunos modos de
realizacién, la muestra de tumor tiene un nivel de expresién incrementado de colageno, STAT1 o MEK en relacion con
una muestra de tumor de referencia.

El antagonista de unién a PD-L1 inhibe la union de PD-L1 a uno o mas de sus compafieros de unién a ligando. El
antagonista de union a PD-L1 inhibe la union de PD-L1 a PD-1. El antagonista de unién a PD-L1 inhibe la unién de
PD-L1 a B7-1. El antagonista de unién a PD-L1 inhibe la union de PD-L1 tanto a PD-1 como a B7-1. El anticuerpo es
MPDL3280A (atezolizumab). El anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de HVR-H1
de SEQ ID NO:19, la secuencia de HVR-H2 de SEQ ID NO:20 y la secuencia de HVR-H3 de SEQ ID NO:21; y una
cadena ligera que comprende la secuencia de HVR-L1 de SEQ ID NO:22, la secuencia de HVR-L2 de SEQ ID NO:23
y la secuencia de HVR-L3 de SEQ ID NO:24. El anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 y una regién variable de la cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4.

En algunos modos de realizacién de cualquiera de los procedimientos precedentes, el procedimiento comprende
ademas administrar al paciente una cantidad eficaz de un segundo agente terapéutico. En algunos modos de
realizacién, el segundo agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste en un agente citotoxico, un agente
inhibidor del crecimiento, un agente radioterapico, un agente antiangiogénico y combinaciones de los mismos. En
algunos modos de realizacién, el carcinoma de pulmoén no microcitico es un carcinoma de pulmén no microcitico
localmente avanzado o metastasico.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

En algunos modos de realizacidén de cualquiera de los aspectos precedentes, la muestra de tumor es una muestra de
tumor fijada con formol e incluida en parafina (FFPE), una muestra de tumor de archivo, una muestra de tumor en
fresco 0 una muestra de tumor congelada. El nivel de expresion de PD-L1 es un nivel de expresidn de proteinas. En
algunos modos de realizacién, el nivel de expresién de proteinas de PD-L1 se determina usando un procedimiento
seleccionado del grupo que consiste en inmunohistoquimica (IHQ), inmunofluorescencia, citometria de flujo e
inmunoelectrotransferencia. En algunos modos de realizacion, el nivel de expresidon de proteinas de PD-L1 se
determina usando IHQ. En algunos modos de realizacién, el nivel de expresion de proteinas de PD-L1 se detecta
usando un anticuerpo anti-PD-L1.

La FIGURA 1A es una tabla que muestra que PD-L1 se expresa ampliamente en diversos canceres humanos. La
expresion de PD-L1 se evalué por inmunchistoquimica (IHQ) en células inmunitarias infiltrantes de tumor (“CI”) y en
células tumorales (“CT”). Cl2/3 indica una puntuacién IHQ en Cl de 2 o 3 (véase la tabla 2). CT2/3 indica una
puntuacién IHQ en CT de 2 o 3 (véase la tabla 3).

Las FIGURAS 1B-1D son imagenes que muestran cortes de muestras de tumor de carcinoma de pulmén no microcitico
(CPNM) representativos analizadas por IHQ para determinar la expresién de PD-L1. La figura 1B muestra una muestra
que es positiva para PD-L1 en células tumorales, la figura 1C muestra una muestra que es positiva para PD-L1 en
células tumorales y en células inmunitarias infiltrantes de tumor y la figura 1D muestra una muestra que es positiva
para PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor.

La FIGURA 2A es una tabla que muestra que existié solapamiento minimo de los criterios de diagnéstico de IHQ con
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Cl3y CT3 (véanse la tabla 2 y la tabla 3, respectivamente) en muestras de tumor de CPNM como se determina en un
ensayo clinico de fase Il en curso. N=287.

La FIGURA 2B es una serie de diagramas de Venn que muestran la prevalencia y solapamiento de los criterios de
diagnéstico de IHQ en Cly CT en diferentes puntos de corte para muestras de tumor de CPNM en un ensayo de fase I
(fase lI-2) en curso. Cl2/3 indica una puntuacién IHQ en Cl de 2 o0 3 (véase la tabla 2). CT2/3 indica una puntuacion IHQ
en CT de 2 o 3 (véase la tabla 3). CI1/2/3 indica una puntuacién IHQ en Cl de 1, 2 0 3 (véase la tabla 2). CT1/2/3
indica una puntuacién IHQ en CT de 1, 2 0 3 (véase la tabla 3).

La FIGURA 3A es una tabla que muestra que la expresion de PD-L1 (como se evalla por IHQ usando un anticuerpo
anti-PD-L1 de diagnostico) en células inmunitarias infiltrantes de tumor o en células tumorales predijo
independientemente los resultados del tratamiento con el anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A en carcinoma de pulmon
no microcitico en un ensayo clinico de fase la en curso. Se muestra la tasa de respuesta global (TRG) para pacientes
que tienen la puntuacién IHQ para PD-L1 indicada. “CI3” indica pacientes en los que sus tumores se puntuaron como
CI3 y puede incluir cualquier valor para CT (es decir, CT0/1/2/3). “CT3” indica pacientes en los que sus tumores se
puntuaron como CT3 y puede incluir cualquier valor para Cl (es decir, Cl0/1/2/3). “CT3 o CI3” indica pacientes en los
que sus tumores se puntuaron como CT3 o bien CI3. La muestra de tumor de un paciente tenia tanto una
puntuaciéon CT3 como CI3.

La FIGURA 3B es una tabla que muestra los resultados de eficacia de un ensayo clinico de fase Il (fase II-1) en curso
como se determina por RECISTm. Se muestran la TRG confirmada, duracién de la respuesta (DR) y supervivencia
sin progresidon (SSP) a los 6 meses para las cohortes indicadas. ?Dos pacientes tenian un estado CI/CT desconocido.
bA menos que se indique, aln no se ha alcanzado la mediana.

La FIGURA 3C es una tabla que muestra los resultados de eficacia de un ensayo clinico de fase Il (fase 1I-1) en curso
como se determina por RECIST v1.1. Se muestran la TRG confirmada, duracién de la respuesta (DR) y supervivencia
sin progresidon (SSP) a los 6 meses para las cohortes indicadas. 2Dos pacientes tenian un estado CI/CT desconocido.
bAUN no se han alcanzado las medianas. Mets., metastasis.

La FIGURA 3D es una tabla que muestra que la expresion de PD-L1 (como se evalla por IHQ usando un anticuerpo
anti-PD-L1 de diagnéstico) en células inmunitarias infiltrantes de tumor o en células tumorales predijo una
supervivencia global mejorada en pacientes con CPNM tratados con atezolizumab (MDPL3280A) en un ensayo clinico
de fase Il (fase I1-2) en curso. IT, intencién de tratar.

La FIGURA 3E es una tabla que muestra que la expresiéon de PD-L1 (como se evalla por IHQ usando un anticuerpo
anti-PD-L1 de diagnéstico) en células inmunitarias infiltrantes de tumor o en células tumorales predijo una
supervivencia sin progresién mejorada en pacientes con CPNM tratados con atezolizumab (MPDL3280A). Se muestra
una comparacién con los pacientes con CPNM en el ensayo que se trataron con docetaxel.

La FIGURA 3F es una tabla que muestra que la expresion de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor o en
células tumorales en muestras de tumor de pacientes con CPNM predijo la respuesta (como se evalla por la TRG) de
pacientes con CPNM al tratamiento con el anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A en un ensayo clinico de fase |l (fase II-
2) en curso.

La FIGURA 4 es un grafico que muestra que la presencia de células inmunitarias infiltrantes de tumor es necesaria,
pero no suficiente, para reflejar la positividad para PD-L1 en los criterios de diagnéstico de IHQ en CI.

La FIGURA 5A es un grafico que muestra que el infiltrado inmunitario esta presente en pacientes con CT3 pero, en
gran medida, es negativo para PD-L1 por IHQ. El gréfico muestra el porcentaje de infiltrado de células inmunitarias
total por masa tumoral. La imagen a la izquierda es un corte representativo que se puntué como CT3, mientras que la
imagen a la derecha del grafico es un corte representativo que se puntué como CI3.

Las FIGURAS 5B-5C son graficos que muestran el nivel de expresiéon de ARNm de CD68 (figura 5B) y CD8 (figura 5C)
en pacientes con CPNM incluidos en un ensayo clinico de fase la en curso y un ensayo clinico de fase 2 en curso.
Neg., negativo para PD-L1.

Las FIGURAS 6A-6B son graficos que muestran que los tumores de CPNM con CT3y CI3 tenian distinta histopatologia
como se evalla por tincion con hematoxilinay eosina (H y E). La figura 6A muestra la puntuacion histopatolégica para
tumores con CT3, mientras que la figura 6B muestra la puntuacién histopatoldgica para tumores con CI3. Los tumores
con CT3 presentaron un microentorno tumoral desmoplasico con pocas células inmunitarias infiltrantes de tumor
intraepiteliales y estromales, mientras que los tumores con CI3 presentaron la presencia de células inmunitarias
infiltrantes de tumor intraepiteliales o estromales. La “actividad en la interfase de CI” indica los infiltrados de células
inmunitarias en la interfase tumor/estroma. “Cl intraepiteliales” indica la presencia de infiltrados de células inmunitarias
intraepiteliales. “ELT de CI” indica la presencia de foliculos linfaticos terciarios. “Otras Cl| estromales” indica la
presencia de células inmunitarias en el estroma. “Desmoplasia” indica la presencia de una poblacidén de fibroblastos
celulares y “activados” (miofibroblastos). “Reaccidon esclerdtica” indica la presencia de un estroma deficiente en
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células/colagenizado. "Vasos incrementados/cualitativos" indica la presencia de vasos sanguineos puntuados
cualitativamente. Las muestras procedian de un ensayo clinico de fase Il en curso.

La FIGURA 7 es un grafico que muestra que los tumores de CPNM con CT3 tuvieron mayor expresién de colageno
(COLBA1T) en comparacion con los tumores negativos para PD-L1 (“negativos”), tumores con CI3 o tumores con CT3
y CI3. Las imagenes debajo del grafico son cortes representativos de muestras de tumor con CT3 para PD-L1.

La FIGURA 8 es una matriz cromatica que muestra el agrupamiento jerarquico de la expresion de conjuntos de genes
inmunitarios en los subtipos CT/Cl para PD-L1.

Las FIGURAS 9A-9B son una serie de gréaficos que muestran niveles de expresién de ARNm incrementados de CD8
(figura 9A) y CXCLI (figura 9B) en tumores de CPNM con CI3 en comparacion con tumores con CT3 y tumores
negativos para PD-L1 (CTOy CI0).

Las FIGURAS 10A-10B son una serie de graficos que muestran niveles de expresidon incrementados de STAT1y MEK
en tumores con CT3 en comparacién con tumores negativos para PD-L1, tumores con CI3 y tumores con CT3y CI3.
Los datos proceden de pacientes incluidos en un ensayo clinico de fase la en curso y un ensayo clinico de fase Il en
Curso.

La FIGURA 10C es un grafico que muestra que los niveles de expresién de JAK1 fueron mayores en los tumores
positivos para PD-L1 en comparacién con los tumores negativos para PD-L1.

La FIGURA 10D es una imagen de una inmunoelectrotransferencia que muestra que, a pesar de la sefializacién por
STAT activa, algunas lineas de células tumorales no regularon por incremento PD-L1 en respuesta al interferon
gamma (IFNy).

La FIGURA 11 es una tabla que muestra la prevalencia de los criterios de diagndstico de IHQ para PD-L1 indicados
(véanse la tabla 2 y tabla 3) en CPNM con adyuvante, 1Ly 2L+. El diagrama de Venn debajo del grafico muestra que
los tumores con CT3 y CI3 representan distintas subpoblaciones en CPNM, con menos de un 1 % de solapamiento.

Las FIGURAS 12A-12B son graficos que muestran que los tumores de CPNM con CI3 se caracterizaron por mayor
expresion de firmas en linfocitos B (figura 12A) y firmas en linfocitos citoliticos naturales (NK) (figura 12B). Estos datos
proceden de pacientes en un ensayo clinico de fase la en curso y en un ensayo clinico de fase Il en curso.

Las FIGURAS 13A-13C son graficos que muestran que los tumores de CPNM positivos para PD-L1 mostraron
expresion incrementada de firmas génicas en linfocitos T efectores (Teff) en comparacién con los tumores negativos
para PD-L1.

La FIGURA 13D es un grafico que muestra que los tumores de CPNM con CI3 se caracterizaron por expresion
incrementada de la firma génica en Teff como se determina por secuenciacion de ARN. En este andlisis, el subgrupo
con CT3 excluyd a los tumores con Cl2/3, mientras que el subgrupo con CI3 excluyé a los tumores con CT2/3.

Las FIGURAS 13E-13G son una serie de graficos que muestran que los tumores de CPNM con CI3 se caracterizaron
por expresién incrementada de /FNG (figura 13E), GZMB (figura 13F) y CXCL9 (figura 13G) como se determina por
secuenciacién de ARN. En este analisis, el subgrupo con CT3 excluyd a los tumores con Cl2/3, mientras que el
subgrupo con CI3 excluy6 a los tumores con CT2/3.

Las FIGURAS 14A-14B son graficos que muestran que el tratamiento de pacientes con CPNM con el anticuerpo
anti-PD-L1 MPDL3280A dio como resultado un nivel plasmatico incrementado de los marcadores asociados a IFNy
interleucina 18 (IL-18) (figura 14A) e ITAC (figura 14B). Los graficos muestran el factor de cambio como logz en relacion
con la predosis de C1D1. C indica ciclo y D indica dia.

Las FIGURAS 15A-15C son graficos que muestran una comparacién entre los niveles de expresion de ARNm de
PD-L1 (figura 15A), PD-L2 (figura 15B) y PD-1 (figura 15C) de referencia incrementados (como se determina usando
un ensayo de NanoString) en leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PMBC) y la respuesta de los
pacientes con CPNM al tratamiento con el anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A.

Las FIGURAS 16A-16B son graficos que muestran que los niveles de expresion de ARNm de referencia de genes de
firmas en linfocitos NK (figura 16A) y células mieldgenas (figura 16B) en PBMC se asociaron con la respuesta de
pacientes con CPNM al tratamiento con el anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A. Los niveles de expresion
incrementados de firmas génicas en células mielégenas inmunodepresoras se asociaron con la progresién, mientras
que los niveles de expresién incrementados de linfocitos NK citotdxicos se asociaron con la respuesta a MPDL3280A.

Las FIGURAS 17A-17B son gréaficos que muestran la expresiéon de PD-L1 (figura 17A) y PD-L2 (figura 17B) en
muestras de tumor de CPNM en pacientes con tumores con CTO y CI0, tumores con CI3 y en tumores con CT3 como
se determina por secuenciacion de ARN. Los pacientes procedian del ensayo de fase II-2 y una cohorte no
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perteneciente al ensayo (N=162). RPKM, lecturas por kilobase por millén de lecturas cartografiadas.

Las FIGURAS 18A-18B son graficos que muestran que los tumores con CT3 expresan altos niveles de marcadores
moleculares de estroma desmoplasico/esclerético como se determina por secuenciacién de ARN. La figura 18A
muestra expresién incrementada del gen de colageno COL6AT en tumores con CT3 en comparacion con tumores con
Cl3y tumores con CTOvy CIO0. La figura 18B muestra expresion incrementada del gen de colageno COL6A2 en tumores
con CT3 en comparacion con tumores con CI3 y tumores con CTO y CIO. En este analisis, el subgrupo con CT3 excluyd
a los tumores con Cl2/3, mientras que el subgrupo con CI3 excluyé a los tumores con CT2/3.

DESCRIPCION DETALLADA DE LOS MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION
I. Introduccién
Il. Definiciones

La presente invencién proporciona procedimientos de diagnostico y composiciones terapéuticas para el carcinoma de
pulmoén no microcitico. La invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que la determinacion de los
niveles de expresion de los biomarcadores de la invencion, por ejemplo, PD-L1, en muestras obtenidas de un paciente
(por ejemplo, en células tumorales y en células inmunitarias infiltrantes de tumor en una muestra de tumor obtenida
del paciente) es util en el tratamiento de un paciente que padece cancer, para el diagnéstico de un paciente que
padece cancer, para la determinacidn de si es probable que un paciente que tiene un cancer responda al tratamiento
con un tratamiento antineoplasico que incluye un antagonista de union al eje PD-L1 que es el anticuerpo anti-PD-L1
MPDL3280A, para la optimizacién de la eficacia terapéutica de un tratamiento antineoplasico que incluye un
antagonista de union al eje PD-L1 que es el anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A, y/o para la seleccidon de pacientes
para un tratamiento antineoplasico que comprende un antagonista de unién al eje PD-L1 que es el anticuerpo anti-
PD-L1 MPDL3280A.

Se debe entender que los aspectos y modos de realizacién de la invencion descrita en el presente documento incluyen
“‘que comprende”, “que consiste en” y “que consiste esencialmente en” aspectos y modos de realizacidon. Como se usa
en el presente documento, la forma en singular “un”, “una” y “elfla” incluye referencias al plural a menos que se indique

de otro modo.

El término “aproximadamente” como se usa en el presente documento se refiere al intervalo de error normal para el
valor respectivo facilmente conocido por el experto en la técnica en este campo técnico. La referencia a
“aproximadamente” un valor o parametro en el presente documento incluye (y describe) modos de realizaciéon que se
dirigen a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, la descripcién que hace referencia a “aproximadamente X” incluye
la descripcion de “X”.

El término “antagonista de unién al eje PD-L1" se refiere a una molécula que inhibe la interaccién de un compafiero
de unién al eje PD-L1 con uno o méas de sus compafieros de unién para retirar la disfuncidén de linfocitos T resultante
de la sefializacién en el eje de sefializacion PD-1, siendo un resultado una funcion de los linfocitos T restaurada o
potenciada. Como se usa en el presente documento, un antagonista de union al eje PD-L1 incluye un antagonista de
unién a PD-L1 y un antagonista de unién a PD-1, asi como moléculas que interfieren en la interaccién entre PD-L1y
PD-1 (por ejemplo, fusién PD-L2-Fc).

El término “disfuncion”, en el contexto de la disfuncién inmunitaria, se refiere a un estado de reactividad inmunitaria
reducida a la estimulacién antigénica. El término incluye los elementos comunes de tanto “agotamiento” y/o “anergia”
en los que se puede producir el reconocimiento de antigeno, pero la respuesta inmunitaria consiguiente es ineficaz
para controlar la infeccidon o el crecimiento tumoral.

El término “disfuncional”, como se usa en el presente documento, también incluye resistente o insensible al
reconocimiento de antigeno, especificamente, la capacidad alterada de traducir el reconocimiento de antigeno en
funciones efectoras de linfocitos T en direccién 3', tales como proliferacion, produccidn de citocinas (por ejemplo, IL-2)
y/o destruccion de células diana.

El término “anergia” se refiere al estado de falta de reactividad a la estimulacién antigénica resultante de sefiales
incompletas o insuficientes emitidas a través del receptor de linfocitos T (por ejemplo, incremento de Ca?* intracelular
en ausencia de activacién de Ras). La anergia de linfocitos T también puede dar como resultado, tras la estimulacion
con antigeno, la ausencia de coestimulacidén, dando como resultado que la célula se vuelva resistente a la activacion
posterior por el antigeno, incluso en el contexto de coestimulacidon. El estado insensible a menudo se puede anular
por la presencia de interleucina 2. Los linfocitos T anérgicos no se someten a expansién clonal y/o adquieren funciones
efectoras.

El término “agotamiento” se refiere al agotamiento de linfocitos T como un estado de disfuncién de linfocitos T que
surge de la sefalizacién por TCR mantenida que se produce durante muchas infecciones crénicas y cancer. Se
distingue de la anergia en que no surge a través de una sefializacién incompleta o insuficiente, sino de una sefializacion
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mantenida. Se define por una funcién efectora deficiente, expresién mantenida de receptores inhibidores y un estado
transcripcional distinto del de los linfocitos T efectores 0 de memoria funcionales. El agotamiento evita el control éptimo
de la infeccion y los tumores. El agotamiento puede resultar de tanto las vias reguladoras negativas extrinsecas (por
ejemplo, citocinas inmunorreguladoras), asi como de las vias reguladoras (coestimuladoras) negativas intrinsecas
celulares (PD-1, B7-H3, B7-H4, etc.).

“Potenciacién de la funcién de los linfocitos T” quiere decir inducir, provocar o estimular que un linfocito T tenga una
funcién bioldgica mantenida o amplificada, o renovar o reactivar los linfocitos T agotados o inactivos. Los ejemplos de
potenciacion de la funcidon de los linfocitos T incluyen: secrecidon incrementada de interferdn y de los linfocitos T CD8+,
proliferaciéon incrementada, reactividad antigénica incrementada (por ejemplo, eliminacion virica, patégena o tumoral)
en relacion con dichos niveles antes de la intervencidon. En una divulgacion, el nivel de potenciacidén es de al menos
un 50 %, de forma alternativa, una potenciacién de un 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 120 %, 150 % o 200 %. La
manera de medir esta potenciacién es conocida por un experto en la técnica.

‘Inmunidad tumoral” se refiere al proceso en el que los tumores evaden el reconocimiento y la eliminaciéon inmunitarios.
Por tanto, como concepto terapéutico, la inmunidad tumoral se “trata” cuando se atenua dicha evasién y los tumores
se reconocen y atacan por el sistema inmunitario. Los ejemplos de reconocimiento tumoral incluyen unién tumoral,
reduccién tumoral y eliminacion tumoral.

‘Inmunogenicidad” se refiere a la capacidad de una sustancia particular de provocar una respuesta inmunitaria. Los
tumores son inmunégenos y la potenciacion de la inmunogenicidad tumoral ayuda a la eliminacién de las células
tumorales por la respuesta inmunitaria. Los ejemplos de potenciacién de la inmunogenicidad tumoral incluyen el
tratamiento con un antagonista de unién al eje PD-L1.

Como se usa en el presente documento, un “antagonista de uniéon a PD-L1” es una molécula que disminuye, bloquea,
inhibe, anula o interfiere en la transduccién de sefiales resultante de la interacciéon de PD-L1 con uno o bien méas de
sus compafieros de unién, tales como PD-1 y/o B7-1. En algunas divulgaciones, un antagonista de unién a PD-L1 es
una molécula que inhibe la union de PD-L1 a sus compafieros de unién. En un aspecto especifico, el antagonista de
unién a PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 a PD-1 y/o B7-1. En algunas divulgaciones, los antagonistas de unién a PD-L1
incluyen anticuerpos anti-PD-L1 y fragmentos de union a antigeno de los mismos, inmunoadhesinas, proteinas de
fusidn, oligopéptidos, antagonistas de molécula pequefia, antagonistas de polinucledtido y otras moléculas que
disminuyen, bloquean, inhiben, anulan o interfieren en la transduccidén de seflales resultante de la interaccion de
PD-L1 con uno o mas de sus compafieros de union, tales como PD-1 y/o B7-1. En una divulgacién, un antagonista
de unién a PD-L1 reduce la sefial negativa mediada por o a través de proteinas de superficie celular expresadas en
linfocitos T, y otras células, la sefializacion mediada a través de PD-L1 o PD-1 para hacer que un linfocito T disfuncional
sea menos disfuncional. En el presente documento, el antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo anti-PD-L1 y el
anticuerpo anti-PD-L1 es MPDL3280A (atezolizumab).

Los términos “ligando 1 de muerte programada” y “PD-L1" se refieren en el presente documento a un polipéptido
PD-L1 de secuencia natural, variantes de polipéptido y fragmentos de un polipéptido de secuencia natural y variantes
de polipéptido (que se definen ademas en el presente documento). El polipéptido PD-L1 descrito en el presente
documento puede ser el que se aisla de una variedad de fuentes, tales como de tipos de tejido humano o de otra
fuente, o se prepara por procedimientos recombinantes o sintéticos.

Un “polipéptido PD-L1 de secuencia natural” comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos
que el polipéptido PD-L1 correspondiente derivado de la naturaleza.

Una “variante de polipéptido PD-L1", o variaciones del mismo, quiere decir un polipéptido PD-L1, en general, un
polipéptido PD-L1 activo, como se define en el presente documento, que tiene al menos aproximadamente un 80 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con cualquiera de las secuencias de polipéptido PD-L1 de secuencia natural
como se divulga en el presente documento. Dichas variantes de polipéptido PD-L1 incluyen, por ejemplo, polipéptidos
PD-L1 enlos que uno o mas residuos de aminoacido se afiaden o se delecionan, en el extremo N o C de una secuencia
de aminoacidos natural. Habitualmente, una variante de polipéptido PD-L1 tendra al menos aproximadamente un 80 %
de identidad de secuencia de aminoacidos, de forma alternativa, al menos aproximadamente un 81 %, 82 %, 83 %,
84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad
de secuencia de aminoacidos, con respecto a una secuencia de polipéptido PD-L1 de secuencia natural como se
divulga en el presente documento. Habitualmente, los polipéptidos variantes PD-L1 tienen al menos
aproximadamente 10 aminoacidos de longitud, de forma alternativa, al menos aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 281, 282,
283, 284, 285, 286, 287, 288 0 289 aminoacidos de longitud, o mas. Opcionalmente, los polipéptidos variantes PD-L1
no tendran mas de una sustitucién aminoacidica conservadora en comparacidén con una secuencia de polipéptido PD-
L1 natural, de forma alternativa, no mas de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 sustituciones aminoacidicas conservadoras en
comparacién con la secuencia de polipéptido PD-L1 natural.

“Polinucleétido” o “acido nucleico”, como se usa de manera intercambiable en el presente documento, se refieren a
polimeros de nucledtidos de cualquier longitud e incluyen ADN y ARN. Los nucledtidos pueden ser
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desoxirribonucleétidos, ribonucledtidos, nucledtidos modificados o bases y/o sus analogos, o cualquier sustrato que
se pueda incorporar en un polimero por ADN o ARN polimerasa, o por una reaccion sintética. Por tanto, por ejemplo,
los polinucleotidos como se define en el presente documento, incluyen, sin limitacidon, ADN mono- y bicatenario, ADN
que incluye regiones mono-y bicatenarias, ARN mono- y bicatenario y ARN que incluye regiones mono-y bicatenarias,
moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarios o, mas tipicamente, bicatenarios, o
incluir regiones mono- y bicatenarias. Ademas, el término “polinucleétido” como se usa en el presente documento se
refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. Las hebras en dichas regiones
pueden ser de la misma molécula o de moléculas diferentes. Las regiones pueden incluir todas de una o mas de las
moléculas, pero mas tipicamente implican solo una region de algunas de las moléculas. Una de las moléculas de una
regién triple helicoidal a menudo es un oligonucleétido. El término “polinucledtido” incluye especificamente ADNCc.

Un polinucledtido puede comprender nucledtidos modificados, tales como nucleétidos metilados y sus analogos. Si
estan presentes, se puede conferir una modificacidén en la estructura de nucleétido antes o después del ensamblaje
del polimero. La secuencia de nucledtidos se puede interrumpir por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido
se puede modificar ademas después de la sintesis, tal como por conjugacion con un marcador. Otros tipos de
modificaciones incluyen, por ejemplo, “caperuzas”, sustitucion de uno o mas de los nucledtidos naturales con un
analogo, modificaciones internucleotidicas, tales como, por ejemplo, aquellas con enlaces no cargados (por ejemplo,
metilfosfonatos, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos y similares) y con enlaces cargados (por ejemplo,
fosforotioatos, fosforoditioatos y similares), aquellas que contienen restos laterales, tales como, por ejemplo, proteinas
(por ejemplo, nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos sefial, poli-L-lisina y similares), aquellas con intercaladores
(por ejemplo, acridina, psoraleno y similares), aquellas que contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales
radioactivos, boro, metales oxidativos y similares), aquellas que contienen alquilantes, aquellas con enlaces
modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos), asi como formas no modificadas del/de los
polinucledtido(s). Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo presentes habitualmente en los glucidos se puede
reemplazar, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato, proteger por grupos protectores estandar o activar para
preparar enlaces adicionales a nucledtidos adicionales, o se puede conjugar a soportes sélidos o semisdlidos. El OH
terminal en 5'y 3' se puede fosforilar o sustituir con aminas o restos del grupo caperuza organicos de desde 1 a 20
atomos de carbono. Otros hidroxilos también se pueden derivatizar a grupos protectores estandar. Los polinucleétidos
también pueden contener formas analogas de los glucidos ribosa o desoxirribosa que, en general, son conocidos en
la técnica, que incluyen, por ejemplo, 2-O-metil-, 2'-O-alil-, 2'-fluoro- o 2'-acido-ribosa, analogos de glucidos
carbociclicos, glucidos a-anoméricos, glucidos epiméricos, tales como arabinosa, xilosas o lixosas, glucidos de
piranosa, glucidos de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y analogos nucleosidicos abasicos, tales como
metil-ribdsido. Se pueden reemplazar uno o mas enlaces fosfodiéster por grupos de enlace alternativos. Estos grupos
de enlace alternativos incluyen, pero no se limitan a, divulgaciones en las que el fosfato se reemplaza por P(O)S
(“tioato”), P(S)S (“ditioato”), (O)NR2 (“amidato”), P(O)R, P(O)OR', CO o CH2 (“formacetal”), en los que cada R o R' es
independientemente H o alquilo (C 1-20) sustituido o no sustituido que contiene opcionalmente un enlace éter (-O-),
arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No se necesita que todos los enlaces en un polinucleétido sean
idénticos. La descripcidn precedente se aplica a todos los polinucleétidos a los que se hace referencia en el presente
documento, incluyendo ARN y ADN.

“Oligonucleétido”, como se usa en el presente documento, se refiere, en general, a polinucledtidos monocatenarios
cortos que tienen, pero no necesariamente, menos de aproximadamente 250 nucleotidos de longitud. Los
oligonucledtidos pueden ser sintéticos. Los términos “oligonucledtido” y “polinucleétido” no son mutuamente
excluyentes. La descripcion anterior para polinucledtidos es igual y completamente aplicable a oligonucleétidos.

El término “cebador” se refiere a un polinucledtido monocatenario que se puede hibridar a un acido nucleico y permitir
la polimerizacion de un acido nucleico complementario, en general, proporcionando un grupo 3'-OH libre.

El término “molécula pequefia” se refiere a cualquier molécula con un peso molecular de aproximadamente
2000 daltons o menos, preferentemente, de aproximadamente 500 daltons 0 menos.

Los términos “célula huésped’, “linea de células huésped” y “cultivo de células huésped’ se usan de manera
intercambiable y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exdgeno, incluyendo la descendencia
de dichas células. Las células huésped incluyen “transformantes” y “células transformadas”, que incluyen la célula
transformada primaria y la descendencia derivada de la misma, independientemente del niumero de pases. La
descendencia puede no ser completamente idéntica en contenido de &acido nucleico a una célula original, pero puede
contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcion o actividad biolégica que la cribada o
seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente documento.

El término “vector’, como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
propagar otro acido nucleico al que se enlaza. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico
autorreplicante, asi como el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido.
Determinados vectores pueden dirigir la expresién de los acidos nucleicos a los que se enlazan de forma funcional.
Dichos vectores se denominan en el presente documento “vectores de expresion”.

Un acido nucleico “aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico que se ha separado de un componente de su
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entorno natural. Un acido nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que contienen
habitualmente la molécula de acido nucleico, pero la molécula de &acido nucleico esta presente de forma
extracromosomica 0 en una localizacidon cromosdmica que sea diferente de su localizacidon cromosdmica natural.

El término “anticuerpo” se usa en el presente documento en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras de
anticuerpo, incluyendo, pero sin limitarse a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo, siempre que presenten la
actividad de unién a antigeno deseada.

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

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

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

El término “dominio constante” se refiere a la porcién de una molécula de inmunoglobulina que tiene una secuencia
de aminoacidos mas conservada con respecto a la otra porcion de la inmunoglobulina, el dominio variable, que
contiene el sitio de unién a antigeno. El dominio constante contiene los dominios CH1, CH2 y CH3 (conjuntamente,
CH) de la cadena pesada y el dominio CHL (o CL) de la cadena ligera.

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

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

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

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

Bucle Kabat AbM Chothia Contacto

L1 L24-1.34 L24-1.34 L26-L32 L30-L36

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

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

H1 H31-H35b H26-H35b H26-H32 H30-H35b (numeracién de Kabat)
H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35 (numeracion de Chothia)
H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58

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

Las HVR pueden comprender “HVR extendidas” como sigue: 24-36 o0 24-34 (L1), 46-56 o 50-56 (L2) y 89-97 o 89-96
(L3) en el VL y 26-35 (H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102 0 95-102 (H3) en el VH. Los residuos del dominio
variable se enumeran de acuerdo con Kabat et al., supra, para cada una de estas definiciones.

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

El término “numeracién de residuos del dominio variable como en Kabat” o “numeracion de la posicion aminoacidica
como en Kabat”, y variaciones del mismo, se refiere al sistema de numeracién usado para los dominios variables de
la cadena pesada o0 dominios variables de la cadena ligera de la compilacién de anticuerpos en Kabat et al., supra.
Usando este sistema de numeracién, la secuencia de aminoacidos lineal real puede contener menos aminoacidos 0
adicionales correspondientes a un acortamiento de, o insercién en, una FR o HVR del dominio variable. Por ejemplo,
un dominio variable de la cadena pesada puede incluir un Unico inserto de aminoacido (residuo 52a de acuerdo con
Kabat) después del residuo 52 de H2 y residuos insertados (por ejemplo, residuos 82a, 82b y 82c, etc., de acuerdo
con Kabat) después del residuo 82 de FR de la cadena pesada. La numeraciéon de Kabat de residuos se puede
determinar para un anticuerpo dado por alineacidén en regiones de homologia de la secuencia del anticuerpo con una
secuencia numerada por Kabat "estandar”.

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

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

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

La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de union a antigeno idénticos, llamados
fragmentos “Fab”, cada uno con un Unico sitio de unidén a antigeno, y un fragmento “Fc” residual, en el que su hombre
refleja su capacidad de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina proporciona un fragmento F(ab')> que tiene
dos sitios de combinacidn con antigeno y todavia puede reticular el antigeno.
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“Fv” es el minimo fragmento de anticuerpo que contiene un sitio de unién a antigeno completo. En una divulgacion,
una especie de Fv bicatenario consiste en un dimero de un dominio variable de la cadena pesada y uno de la ligera
en asociacién estrecha no covalente. En una especie de Fv monocatenario (scFv) se pueden enlazar covalentemente
un dominio variable de la cadena pesada y uno de la ligera por un conector peptidico flexible, de modo que las cadenas
ligera y pesada se puedan asociar en una estructura “dimérica” analoga a la de una especie de Fv bicatenario. Es en
esta configuracion en la que las tres HVR de cada dominio variable interactian para definir un sitio de unién a antigeno
en la superficie del dimero VH-VL. Conjuntamente, las seis HVR confieren especificidad de unidén a antigeno al
anticuerpo. Sin embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de un Fv que solo comprenda tres HVR
especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aungque a una menor afinidad que
todo el sitio de union.

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

Los fragmentos de anticuerpo “Fv monocatenarios” 0 “scFv” comprenden los dominios VH y VL del anticuerpo, en los
que estos dominios estan presentes en una Unica cadena de polipéptido. En general, el polipéptido scFv comprende
ademas un conector polipeptidico entre los dominios VH y VL que posibilita que el scFv forme la estructura deseada
para la unién a antigeno. Para una revision de scFv, véase, por ejemplo, Pluckthln, en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, eds. Rosenburg y Moore, (Springer-Verlag, New York, 1994), pp. 269-315.

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

La “clase” de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o regién constante que posee su cadena pesada.
Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas se pueden dividir ademas
en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de la cadena
pesada que corresponden a las diferentes clases de anticuerpos se llaman q, d, €, y ¥ M, respectivamente.

El término “anticuerpo monoclonal” como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacidén de anticuerpos sustancialmente homogéneos, por ejemplo, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién son idénticos, excepto por posibles mutaciones, por ejemplo, mutaciones naturales que pueden estar
presentes en cantidades sin importancia. Por tanto, el modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como
que no es una mezcla de anticuerpos discretos. En determinadas divulgaciones, dicho anticuerpo monoclonal
tipicamente incluye un anticuerpo que comprende una secuencia de polipéptido que se une a una diana, en el que la
secuencia de polipéptido de unidén a diana se obtuvo por un procedimiento que incluye la seleccion de una Unica
secuencia de polipéptido de unién a diana de una pluralidad de secuencias de polipéptido. Por ejemplo, el
procedimiento de seleccién puede ser la seleccion de un Unico clon de una pluralidad de clones, tal como una
agrupacion de clones de hibridoma, clones de fago o clones de ADN recombinante. Se debe entender que se puede
alterar ademas una secuencia de unién a diana seleccionada, por ejemplo, para mejorar |la afinidad por la diana, para
humanizar la secuencia de unién a diana, para mejorar su produccion en cultivo celular, para reducir su
inmunogenicidad in vivo, para crear un anticuerpo multiespecifico, etc., y que un anticuerpo que comprende la
secuencia de unidén a diana alterada también es un anticuerpo monoclonal de la presente invencién. A diferencia de
las preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos frente a
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacién de anticuerpos monoclonales se
dirige frente a un Unico determinante en un antigeno. Ademas de su especificidad, las preparaciones de anticuerpos
monoclonales son ventajosas en tanto que tipicamente no estan contaminadas por otras inmunoglobulinas.

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

Los anticuerpos monoclonales en el presente documento incluyen especificamente anticuerpos “quiméricos” en los
que una porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homodloga a las secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular,
mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico u homélogo a las secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de otra especie 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de dichos
anticuerpos, siempre que presenten la actividad biolégica deseada (véanse, por ejemplo, la pat. de
EE. UU. n.° 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81.6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos
incluyen anticuerpos PRIMATIZED® en los que la region de union a antigeno del anticuerpo se deriva de un anticuerpo
producido, por ejemplo, inmunizando macacos con el antigeno de interés.

Un “anticuerpo humano” es uno que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde a la de un anticuerpo
producido por un ser humano o una célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza repertorios de
anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta definicion de un anticuerpo humano
excluye especificamente a un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unidn a antigeno no humanos.

Un anticuerpo “humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende residuos de aminoacido de HVR no
humanas y residuos de aminoacido de regiones estructurales (FR) humanas. En determinadas divulgaciones, un
anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables,
en los que todas o sustancialmente todas las HVR (por ejemplo, las CDR) corresponden a las de un anticuerpo no
humano, y todas o sustancialmente todas las FR corresponden a las de un anticuerpo humano. Un anticuerpo
humanizado puede comprender opcionalmente al menos una porciéon de una region constante de anticuerpo derivada
de un anticuerpo humano. Una “forma humanizada” de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se
refiere a un anticuerpo que se ha sometido a humanizacion.

Los términos “anticuerpo anti-PD-L1” y “un anticuerpo que se une a PD-L1" se refieren a un anticuerpo que se puede
unir a PD-L1 con afinidad suficiente, de modo que el anticuerpo sea util como agente de diagnéstico y/o terapéutico al
seleccionar como diana PD-L1. En una divulgacion, el grado de unién de un anticuerpo anti-PD-L1 a una proteina
distinta de PD-L1 no relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la unién del anticuerpo a PD-L1 como
se mide, por ejemplo, por un radioinmunoanalisis (RIA). En determinadas divulgaciones, un anticuerpo anti-PD-L1 se
une a un epitopo de PD-L1 que esta conservado entre PD-L1 de diferentes especies.

Los términos “anticuerpo anti-PD-1" y “un anticuerpo que se une a PD-1" se refieren a un anticuerpo que se puede
unir a PD-1 con afinidad suficiente, de modo que el anticuerpo sea Util como agente de diagnostico y/o terapéutico al
seleccionar como diana PD-1. En una divulgacién, el grado de unién de un anticuerpo anti-PD-1 a una proteina distinta
de PD-1 no relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la unioén del anticuerpo a PD-1 como se mide,
por ejemplo, por un radioinmunoanalisis (RIA). En determinadas divulgaciones, un anticuerpo anti-PD-1 se une a un
epitopo de PD-1 que esta conservado entre PD-1 de diferentes especies.

Un anticuerpo “bloqueante” o un anticuerpo “antagonista” es uno que inhibe o reduce la actividad bioldgica del antigeno
al que se une. Los anticuerpos bloqueantes o anticuerpos antagonistas preferentes inhiben sustancial o
completamente la actividad bioldgica del antigeno.

“Afinidad” se refiere a la intensidad de la suma total de las interacciones no covalentes entre un Unico sitio de unidn
de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafiero de unidén (por ejemplo, un antigeno). A menos que se
indique de otro modo, como se usa en el presente documento, “afinidad de union” se refiere a la afinidad de unién
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de union (por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La
afinidad de una molécula X por su compafiero Y se puede representar, en general, por la constante de disociacién
(Kd). Se puede medir la afinidad por procedimientos comunes conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el
presente documento. En lo que sigue, se describen divulgaciones ilustrativas y ejemplares especificas para medir la
afinidad de unién.

Como se usa en el presente documento, el término “se une”, “se une especificamente a” 0 es “especifico para” se
refiere a las interacciones medibles y reproducibles, tal como la unién entre una diana y un anticuerpo, lo que es
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determinante de la presencia de la diana en presencia de una poblacion heterogénea de moléculas, incluyendo
moléculas bioldgicas. Por ejemplo, un anticuerpo que se une a o se une especificamente a una diana (que puede ser
un epitopo) es un anticuerpo que se une a esta diana con mayor afinidad, avidez, mas facilmente y/o con mayor
duracién de lo que se une a otras dianas. En una divulgacion, el grado de unidén de un anticuerpo a una diana no
relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la unién del anticuerpo a la diana como se mide, por
ejemplo, por un radicinmunoanalisis (RIA). En determinadas divulgaciones, un anticuerpo que se une especificamente
a una dianatiene una constante de disociacion (Kd) de <1 uM, <100 nM, <10 nM, <1 nM 0 <0,1 nM. En determinadas
divulgaciones, un anticuerpo se une especificamente a un epitopo en una proteina que esta conservada entre las
proteinas de diferentes especies. En otra divulgacién, la unién especifica puede incluir, pero no requiere, una unién
exclusiva.

Un anticuerpo “madurado en afinidad” se refiere a un anticuerpo con una o mas alteraciones en una o mas regiones
hipervariables (HVR), en comparaciéon con un anticuerpo original que no posee dichas alteraciones, dando como
resultado dichas alteraciones una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

Un “anticuerpo que se une al mismo epitopo” que un anticuerpo de referencia se refiere a un anticuerpo que bloquea
la unién del anticuerpo de referencia a su antigeno en un ensayo de competencia en un 50 % o mas y, a lainversa, el
anticuerpo de referencia bloquea la union del anticuerpo a su antigeno en un ensayo de competencia en un 50 % o
mas. En el presente documento se proporciona un ensayo de competencia ejemplar.

Un “inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado a una o mas moléculas heterélogas, incluyendo pero sin limitarse
a un agente citotéxico.

Como se usa en el presente documento, el término “inmunoadhesina” designa moléculas similares a anticuerpo que
combinan la especificidad de unién de una proteina heteréloga (una “adhesina”) con las funciones efectoras de los
dominios constantes de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusion de una
secuencia de aminoacidos con la especificidad de union deseada que es distinta del sitio de reconocimiento de y unién
a antigeno de un anticuerpo (es decir, es “heterdloga”), y una secuencia de dominio constante de inmunoglobulina. La
parte de adhesina de una molécula de inmunoadhesina tipicamente es una secuencia de aminoacidos contiguos que
comprende al menos el sitio de unién de un receptor o un ligando. La secuencia de dominio constante de
inmunoglobulina en la inmunoadhesina se puede obtener de cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos 1gG1,
1gG2 (incluyendo 1gG2A e 1gG2B), 1gG3 o 1gG4, IgA (incluyendo IgA1 e IgA2), IgE, IgD o IgM. Las fusiones de Ig
incluyen preferentemente la sustitucién de un dominio de un polipéptido o anticuerpo descrito en el presente
documento en lugar de al menos una regién variable dentro de una molécula de Ig. En una divulgacion, la fusién de
inmunoglobulina incluye las regiones bisagra, CH2 y CH3, o las bisagra, CH1, CH2 y CH3, de una molécula de 1gG1.
Para la produccion de fusiones de inmunoglobulina, véase también la patente de EE. UU. n.° 5.428.130. Por ejemplo,
las inmunoadhesinas utiles como medicamentos Utiles para el tratamiento en el presente documento incluyen
polipéptidos que comprenden las porciones del dominio extracelular (ECD) o de uniéon a PD-1 de PD-L1 o PD-L2, o
las porciones extracelulares o de uniéon a PD-L1 o PD-L2 de PD-1, fusionadas a un dominio constante de una
secuencia de inmunoglobulina, tales como una ECD de PD-L1-Fc, una ECD de PD-L2-Fc y una ECD de PD-1-Fc,
respectivamente. Las combinaciones de inmunoadhesina de Fc de Ig y ECD de receptores de supefficie celular a
veces se denominan receptores solubles.

Una “proteina de fusién” y un “polipéptido de fusién” se refieren a un polipéptido que tiene dos porciones enlazadas
covalentemente entre si, donde cada una de las porciones es un polipéptido que tiene una propiedad diferente. La
propiedad puede ser una propiedad biologica, tal como actividad in vitro o in vivo. La propiedad también puede ser
una simple propiedad quimica o fisica, tal como unién a una molécula diana, catélisis de una reaccién y similares. Las
dos porciones se pueden enlazar directamente por un tnico enlace peptidico o a través de un conector peptidico, pero
estan en marco de lectura entre si.

El “porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos” con respecto a las secuencias de polipéptido
identificadas en el presente documento se define como el porcentaje de residuos de aminoacido en una secuencia
candidata que son idénticos a los residuos de aminoacido en el polipéptido que se compara, después de alinear las
secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin
considerar ninguna sustitucién conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la alineacién
con propésitos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de diversos modos que estan
dentro de la habilidad en la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico disponible publicamente, tal como
el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden
determinar los parametros apropiados para medir la alineacion, incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr
la maxima alineacién sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan. Sin embargo, para los propositos
en el presente documento, se generan valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usando el programa
informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacién de secuencias ALIGN-2
se cred por Genentech, Inc., y el cddigo fuente se ha presentado con la documentacidn de usuario en la Oficina de
Derechos de Autor de EE. UU., Washington D.C., 20559, donde se ha registrado con el n.° de registro de derecho de
autor de EE. UU. TXU510087. El programa ALIGN-2 esta disponible publicamente a través de Genentech, Inc., South
San Francisco, California. Se debe compilar el programa ALIGN-2 para su uso en un sistema operativo UNIX,
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preferentemente UNIX V4.0D digital. Se establecen todos los parametros de comparaciéon de secuencias por el
programa ALIGN-2 y no varian.

En situaciones donde se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de identidad
de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A dada con respecto a, con o frente a una secuencia
de aminoacidos B dada (que, de forma alternativa, se puede parafrasear como una secuencia de aminoacidos A dada
que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a, con o frente a
una secuencia de aminoacidos B dada) se calcula como sigue:

100 veces la fraccién X/Y

donde X es el numero de residuos de aminoacido puntuados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineacién de secuencias ALIGN-2 en esa alineacidn del programa de Ay B, y donde Y es el numero total de residuos
de aminoécido en B. Se apreciara que si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la longitud de la
secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a B no igualara el %
de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se indique especificamente de otro
modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el presente documento se obtienen
como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa informatico ALIGN-2.

El término “deteccién” incluye cualquier medio de deteccidn, incluyendo deteccidn directa e indirecta.

El término “biomarcador” como se usa en el presente documento se refiere a un indicador, por ejemplo, predictivo,
diagndstico y/o prondstico, que se puede detectar en una muestra. El biomarcador puede servir como un indicador de
un subtipo particular de una enfermedad o trastorno (por ejemplo, cancer) caracterizado por determinados rasgos
caracteristicos moleculares, patologicos, histologicos y/o clinicos. En algunas divulgaciones, un biomarcador es un
gen. Los biomarcadores incluyen, pero no se limitan a, polinucleétidos (por ejemplo, ADN y/o ARN), alteraciones del
numero de copias de polinucleodtido (por ejemplo, numeros de copias de ADN), polipéptidos, modificaciones
polipeptidicas y polinucleotidicas (por ejemplo, modificaciones postraduccionales), carbohidratos y/o marcadores
moleculares basados en glucolipidos.

Los términos “firma de biomarcadores”, “firma”, “firma de expresién de biomarcadores” o “firma de expresion” se usan
de manera intercambiable en el presente documento y se refieren a uno 0 una combinacién de biomarcadores en los
que su expresién es un indicador, por ejemplo, predictivo, diagndstico y/o prondstico. La firma de biomarcadores puede
servir como un indicador de un subtipo particular de una enfermedad o trastorno (por ejemplo, cancer) caracterizado
por determinados rasgos caracteristicos moleculares, patologicos, histoldgicos y/o clinicos. En algunas divulgaciones,
la firma de biomarcadores es una “firma génica”. El término “firma génica” se usa de manera intercambiable con “firma
de expresién génica’ y se refiere a uno o una combinacion de polinucleétidos en los que su expresioén es un indicador,
por ejemplo, predictivo, diagnostico y/o prondstico. En algunas divulgaciones, la firma de biomarcadores es una “firma
proteica”. El término “firma proteica” se usa de manera intercambiable con “firma de expresion de proteinas” y se
refiere a uno 0 una combinacién de polipéptidos en los que su expresion es un indicador, por ejemplo, predictivo,
diagnostico y/o prondstico.

La “cantidad” o “nivel” de un biomarcador asociado con un beneficio clinico incrementado para un individuo es un nivel
detectable en una muestra bioldgica. Estos se pueden medir por procedimientos conocidos por un experto en latécnica
y también divulgados en el presente documento. El nivel de expresion o cantidad de biomarcador evaluado se puede
usar para determinar la respuesta al tratamiento.

El término “nivel de expresion” se refiere, en general, a la cantidad de un biomarcador en una muestra biolégica.
“Expresidn”, se refiere, en general, al proceso por el que la informacion (por ejemplo, informacién codificada por genes
y/o epigenética) se convierte en las estructuras presentes y que funcionan en la célula. Por lo tanto, como se usa en
el presente documento “expresién” se puede referir a la transcripcién en un polinucleétido, traduccion en un
polipéptido, o incluso modificaciones polinucleotidicas y/o polipeptidicas (por ejemplo, modificacién postraduccional
de un polipéptido). Los fragmentos del polinucleétido transcrito, el polipéptido traducido, o modificaciones
polinucleotidicas y/o polipeptidicas (por ejemplo, la modificacién postraduccional de un polipéptido) también se
consideraran expresados si se originan de un transcrito generado por empalme alternativo o un transcrito degradado,
o de un procesamiento postraduccional del polipéptido, por ejemplo, por protedlisis. “Genes expresados” incluyen los
que se transcriben en un polinucleétido como ARNm vy, a continuacion, se traducen en un polipéptido, y también los
que se transcriben en ARN, pero no se traducen en un polipéptido (por ejemplo, ARN de transferencia y ribosémicos).
“Expresidn elevada”, “niveles de expresion elevados” o “niveles elevados” se refiere a una expresion incrementada o
niveles incrementados de un biomarcador en un individuo en relacién con un control, tal como un individuo o individuos
que no padecen la enfermedad o trastorno (por ejemplo, cancer) o un control interno (por ejemplo, un biomarcador
constitutivo).

“Expresién reducida”, “niveles de expresion reducidos” o “niveles reducidos” se refiere a una expresién disminuida o
niveles disminuidos de un biomarcador en un individuo en relacién con un control, tal como un individuo o individuos
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que no padecen la enfermedad o trastorno (por ejemplo, cancer) o un control interno (por ejemplo, un biomarcador
constitutivo). En algunas divulgaciones, la expresién reducida es poca o ninguna expresién.

El término “biomarcador constitutivo” se refiere a un biomarcador o grupo de biomarcadores (por ejemplo,
polinucledtidos y/o polipéptidos) que tipicamente estan presentes de forma similar en todos los tipos de células. En
algunas divulgaciones, el biomarcador constitutivo es un “gen constitutivo”. Un “gen constitutivo” se refiere en el
presente documento a un gen o grupo de genes que codifican proteinas en las que sus actividades son esenciales
para el mantenimiento de la funcion celular y que tipicamente estan presentes de forma similar en todos los tipos de
células.

“‘“Amplificacion” como se usa en el presente documento se refiere, en general, al procedimiento de producir multiples
copias de una secuencia deseada. “MUltiples copias” quiere decir al menos dos copias. Una “copia” no quiere decir
necesariamente una complementariedad o identidad de secuencia perfecta con respecto a la secuencia molde. Por
ejemplo, las copias pueden incluir analogos de nucledtidos, tales como desoxiinosina, alteraciones de secuencia
intencionadas (tales como alteraciones de secuencia introducidas a través de un cebador que comprende una
secuencia que es hibridable, pero no complementaria, al molde) y/o errores de secuencia que se producen durante la
amplificacion.

El término “PCR multiple” se refiere a una Unica reaccién de PCR llevada a cabo en un acido nucleico obtenido de una
Unica fuente (por ejemplo, un individuo) usando mas de un conjunto de cebadores con el propésito de amplificar dos
0 mas secuencias de ADN en una Unica reaccion.

La técnica de “reaccion en cadena de la polimerasa” o “PCR” como se usa en el presente documento se refiere, en
general, a un procedimiento en el que se amplifican pequefias cantidades de una porcidn especifica de acido nucleico,
ARN y/o ADN, como se describe, por ejemplo, en la pat. de EE. UU. n.° 4.683.195. En general, la informacién de
secuencia de los extremos de |la regidon de interés o0 mas alla necesita estar disponible, de modo que se puedan disefiar
cebadores oligonucleotidicos; estos cebadores seran idénticos o similares en secuencia a hebras opuestas del molde
que se va a amplificar. Los nucleétidos terminales en 5' de los dos cebadores pueden coincidir con los extremos del
material amplificado. La PCR se puede usar para amplificar secuencias de ARN especificas, secuencias de ADN
especificas de ADN gendémico total y ADNc transcrito a partir de secuencias de ARN celular total, bacteriéfago o
plasmido, etc. Véanse, en general, Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:263 (1987) y ed. Erlich,
PCR Technology, (Stockton Press, NY, 1989). Como se usa en el presente documento, se considera que la PCR es
uno, pero no el unico, ejemplo de un procedimiento de reacciéon con acido nucleico polimerasa para amplificar una
muestra de prueba de acido nucleico, que comprende el uso de un acido nucleico (ADN o ARN) conocido como
cebador y utiliza una &cido nucleico polimerasa para amplificar 0 generar una porcidén especifica de acido nucleico o
para amplificar o generar una porcién especifica de acido nucleico que es complementaria a un acido nucleico
particular.

“Reaccidon en cadena de la polimerasa ultrarrapida cuantitativa” o “gRT-PCR” se refiere a una forma de PCR en la que
la cantidad de producto de PCR se mide en cada etapa en una reaccion de PCR. Esta técnica se ha descrito en
diversas publicaciones, incluyendo, por ejemplo, Cronin et al.,, Am. J. Pathol. 164(1):35-42 (2004) y Ma et al., Cancer
Cell 5:607-616 (2004).

El término “micromatriz” se refiere a una disposicion ordenada de elementos de matriz hibridables, preferentemente
sondas polinucleotidicas, en un sustrato.

Eltérmino “diagnéstico” se usa en el presente documento para referirse a la identificacion o clasificacién de un estado,
enfermedad o afeccién molecular o patologico (por ejemplo, cancer). Por ejemplo, “diagndstico” se puede referir a la
identificacion de un tipo particular de cancer. “Diagnéstico” también se puede referir a la clasificacion de un subtipo
particular de cancer, por ejemplo, por criterios histopatologicos o por rasgos caracteristicos moleculares (por ejemplo,
un subtipo caracterizado por la expresion de un biomarcador 0 de una combinacion de biomarcadores (por ejemplo,
genes particulares o proteinas codificadas por dichos genes)).

El término “ayuda al diagnostico” se usa en el presente documento para referirse a procedimientos que contribuyen a
realizar una determinacion clinica con respecto a la presencia, o naturaleza, de un tipo particular de sintoma o afeccién
de una enfermedad o trastorno (por ejemplo, cancer). Por ejemplo, un procedimiento de ayuda al diagndstico de una
enfermedad o afeccién (por ejemplo, cancer) puede comprender medir determinados biomarcadores (por ejemplo,
PD-L1) en una muestra bioldgica de un individuo.

El término “muestra” como se usa en el presente documento se refiere a una composicién que se obtiene o deriva de
un sujeto y/o individuo de interés que contiene una entidad celular y/u otra entidad molecular que se va a caracterizar
y/o identificar, por ejemplo, en base a caracteristicas fisicas, bioquimicas, quimicas y/o fisiolégicas. Por ejemplo, la
frase “muestra de enfermedad” y variaciones de la misma se refiere a cualquier muestra obtenida de un sujeto de
interés que se esperaria o se sabe que contiene la entidad celular y/o molecular que se va a caracterizar. Las muestras
incluyen, pero no se limitan a, muestras tisulares, células primarias o cultivadas o lineas celulares, sobrenadantes
celulares, lisados celulares, plaquetas, suero, plasma, humor vitreo, liquido linfatico, liquido sinovial, liquido folicular,
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semen, liquido amniético, leche, sangre completa, células derivadas de sangre, orina, liquido cefalorraquideo, saliva,
esputo, lagrimas, sudor, moco, lisados tumorales y medio de cultivo tisular, extractos tisulares, tales como tejido
homogeneizado, tejido tumoral, extractos celulares y combinaciones de los mismos.

Por “muestra tisular’ o “muestra celular” se quiere decir una obtencién de células similares obtenidas de un tejido de
un sujeto o individuo. La fuente de la muestra tisular o celular puede ser un tejido sdélido como de un érgano, muestra
tisular, biopsia y/o aspirado en fresco, congelado y/o conservado; sangre o cualquier constituyente de la sangre, tal
como plasma; liquidos corporales, tales como liquido cefalorraquideo, liquido amniético, liquido peritoneal o liquido
intersticial; células de cualquier momento de la gestacion o desarrollo del sujeto. La muestra tisular también puede ser
células primarias o cultivadas o lineas celulares. Opcionalmente, la muestra tisular o celular se obtiene de un
tejido/érgano de enfermedad. Por ejemplo, una “muestra de tumor” es una muestra tisular obtenida de un tumor u otro
tejido canceroso. La muestra tisular puede contener compuestos que no se mezclen de forma natural con el tejido en
la naturaleza, tales como conservantes, anticoagulantes, tampones, fijadores, nutrientes, antibiéticos o similares.

Una “célula inmunitaria infiltrante de tumor”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier célula
inmunitaria presente en un tumor o una muestra del mismo. Las células inmunitarias infiltrantes de tumor incluyen,
pero no se limitan a, células inmunitarias intratumorales, células inmunitarias peritumorales, otras células del estroma
tumoral (por ejemplo, fibroblastos) o cualquier combinacion de las mismas. Dichas células inmunitarias infiltrantes de
tumor pueden ser, por ejemplo, linfocitos T (tales como linfocitos T CD8+ y/o linfocitos T CD4+), linfocitos B u otras
células de linaje de médula 6sea, incluyendo granulocitos (por ejemplo, neutrofilos, eosinofilos y basoéfilos), monocitos,
macréfagos, células dendriticas (por ejemplo, células dendriticas interdigitantes), histiocitos y linfocitos citoliticos
naturales.

Una “célula tumoral”’, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier célula tumoral presente en un
tumor o una muestra del mismo. Las células tumorales se pueden distinguir de otras células que pueden estar
presentes en una muestra de tumor, por ejemplo, células estromales y células inmunitarias infiltrantes de tumor,
usando procedimientos conocidos en la técnica y/o descritos en el presente documento.

Una “muestra de referencia”, “célula de referencia”, “tejido de referencia”, “muestra de control”, “célula de control” o
“tejido de control”, como se usa en el presente documento, se refiere a una muestra, célula, tejido, patrén o nivel que
se usa con propésitos de comparacion. En una divulgacion, una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de
referencia, muestra de control, célula de control o tejido de control se obtiene de una parte sana y/o no enferma del
cuerpo (por ejemplo, tejido o células) del mismo sujeto o individuo. Por ejemplo, la muestra de referencia, célula de
referencia, tejido de referencia, muestra de control, célula de control o tejido de control pueden ser células o tejido
sano y/o no enfermo contiguo a células o tejido enfermo (por ejemplo, células o tejido contiguo a un tumor). En otra
divulgacion, se obtiene una muestra de referencia de un tejido y/o célula no tratados del cuerpo del mismo sujeto o
individuo. Aun en otra divulgacion, una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de
control, célula de control o tejido de control se obtiene de una parte sana y/o no enferma del cuerpo (por ejemplo,
tejidos o células) de un individuo que no es el sujeto o individuo. Incluso en otra divulgacion, una muestra de referencia,
célula de referencia, tejido de referencia, muestra de control, célula de control o tejido de control se obtiene de un
tejido y/o célula no tratados del cuerpo de un individuo que no es el sujeto o individuo.

Para los propositos en el presente documento, un “corte” de una muestra tisular quiere decir una Unica parte o porcion
de una muestra tisular, por ejemplo, un corte delgado de tejido o células cortadas de una muestra tisular (por ejemplo,
una muestra de tumor). Se debe entender que se pueden tomar multiples cortes de muestras tisulares y someterlos a
analisis, siempre que se entienda que el mismo corte de muestra tisular se pueda analizar tanto a nivel morfolégico
como molecular, o analizar con respecto a polipéptidos (por ejemplo, por inmunohistoquimica) y/o polinucledtidos (por
ejemplo, por hibridacion in situ).

Por “correlacionar” o “correlacién” se quiere decir comparar, de cualquier forma, el rendimiento y/o los resultados de
un primer anélisis o protocolo con el rendimiento y/o los resultados de un segundo analisis o protocolo. Por ejemplo,
se pueden usar los resultados de un primer analisis o protocolo en la realizacién de un segundo protocolo y/o se
pueden usar los resultados de un primer analisis o protocolo para determinar si se debe realizar un segundo analisis
o protocolo. Con respecto a la divulgacién del analisis o protocolo polipeptidico, se pueden usar los resultados del
analisis o protocolo de expresién de polipéptidos para determinar si se debe realizar una pauta terapéutica especifica.
Con respecto a la divulgacion del analisis o protocolo polinucleotidico, se pueden usar los resultados del analisis o
protocolo de expresion de polinucleétido para determinar si se debe realizar una pauta terapéutica especifica.

La “respuesta individual” o “respuesta” se puede evaluar usando cualquier criterio de valoracién que indique un
beneficio para el individuo, incluyendo, sin limitacién, (1) inhibicidon, en cierto grado, de la progresién de la enfermedad
(por ejemplo, progresién del cancer), incluyendo ralentizacion e interrupcién completa; (2) una reduccion del tamafio
del tumor; (3) inhibicidon (es decir, reduccion, ralentizacién o detencion completa) de la infiltracidén de células
cancerosas en érganos y/o tejidos periféricos contiguos; (4) inhibicidén (es decir, reduccién, ralentizacion o detencion
completa) de metastasis; (5) alivio, en cierto grado, de uno o mas sintomas asociados con la enfermedad o trastorno
(por ejemplo, cancer); (6) incremento o extensién de la duracidon de la supervivencia, incluyendo supervivencia global
y supervivencia sin progresion; y/o (9) mortalidad disminuida en un punto de tiempo dado después del tratamiento.
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Una “respuesta eficaz” de un paciente o “reactividad” de un paciente al tratamiento con un medicamento y redaccién
similar se refiere al beneficio clinico o terapéutico conferido a un paciente con riesgo de, o que padece, una enfermedad
o trastorno, tal como cancer. En una divulgacién, dicho beneficio incluye uno cualquiera 0 mas de: extender la
supervivencia (incluyendo supervivencia global y supervivencia sin progresion); dar como resultado una respuesta
objetiva (incluyendo una respuesta completa o una respuesta parcial); 0 mejorar los signos o sintomas de cancer. En
una divulgacion, se usa el biomarcador (por ejemplo, la expresién de PD-L1, por ejemplo, como se determina usando
IHQ) para identificar al paciente que se predice que tiene una probabilidad incrementada de ser sensible al tratamiento
con un medicamento (por ejemplo, un tratamiento que comprende un antagonista de unién al eje PD-L1, por ejemplo,
un anticuerpo anti-PD-L1), en relacion con un paciente que no expresa el biomarcador. En una divulgacién, se usa el
biomarcador (por ejemplo, la expresién de PD-L1, por ejemplo, como se determina usando IHQ) para identificar al
paciente que se predice que tiene una probabilidad incrementada de ser sensible al tratamiento con un medicamento
(por ejemplo, anticuerpo anti-PD-L1), en relacién con un paciente que no expresa el biomarcador al mismo nivel. En
una divulgacion, se usa la presencia del biomarcador para identificar a un paciente que es mas probable que responda
al tratamiento con un medicamento, en relacion con un paciente que no tiene la presencia del biomarcador. En otra
divulgacion, se usa la presencia del biomarcador para determinar que un paciente tendra una probabilidad
incrementada de beneficiarse del tratamiento con un medicamento, en relaciéon con un paciente que no tiene la
presencia del biomarcador.

Una “respuesta objetiva” se refiere a una respuesta medible, incluyendo respuesta completa (RC) o respuesta
parcial (RP). En algunas divulgaciones, la “tasa de respuesta objetiva” (TRO) se refiere a la suma de la tasa de
respuesta completa (RC) y tasa de respuesta parcial (RP).

Por “respuesta completa” 0 “RC” se entiende |la desaparicién de todos los signos de cancer (por ejemplo, desaparicion
de todas las lesiones diana) en respuesta al tratamiento. Esto no siempre quiere decir que se haya curado el cancer.

“‘Respuesta mantenida” se refiere al efecto mantenido sobre la reduccién del crecimiento tumoral después del cese de
un tratamiento. Por ejemplo, el tamafio del tumor puede permanecer igual 0 mas pequefio en comparacion con el
tamafio al comienzo de la fase de administracion. En algunas divulgaciones, la respuesta mantenida tiene una duracién
al menos igual que la duracidn del tratamiento, al menos 1,5X, 2,0X, 2,5X o 3,0X la duracion del tratamiento o mas.

Como se usa en el presente documento, “reducir o inhibir la recaida del cancer” quiere decir reducir o inhibir la recaida
del tumor o cancer o progresién del tumor o cancer. Como se divulga en el presente documento, la recaida del cancer
y/o progresion del cancer incluyen, sin limitacién, la metastasis del cancer.

Como se usa en el presente documento, “respuesta parcial” o0 “RP” se refiere a una disminucion del tamafio de uno o
mas tumores o lesiones, o del grado del cancer en el cuerpo, en respuesta al tratamiento. Por ejemplo, en algunas
divulgaciones, RP se refiere a al menos una disminucion de un 30 % de la suma de los diametros mas largos (SDML)
de las lesiones diana, tomando como referencia la SDML de referencia.

Como se usa en el presente documento, “enfermedad estable” 0 “EE” no se refiere ni a una reduccion suficiente de
las lesiones diana para considerar que haya RP ni a un incremento suficiente para considerar que haya EP, tomando
como referencia la SDML mas pequefia desde que comenzé el tratamiento.

Como se usa en el presente documento, “enfermedad progresiva” o “EP” se refiere a al menos un incremento de un
20 % en la SDML de las lesiones diana, tomando como referencia la SDML mas pequefia registrada desde que
comenzo el tratamiento o la presencia de una 0 mas lesiones nuevas.

El término “supervivencia” se refiere a que el paciente permanezca con vida e incluye la supervivencia global, asi
como la supervivencia sin progresién.

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

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

Por “extender la supervivencia” se quiere decir incrementar la supervivencia global o sin progresién en un paciente
tratado en relacion con un paciente no tratado (es decir, en relacién con un paciente no tratado con el medicamento),
0 en relacién con un paciente que no expresa un biomarcador al nivel designado y/o en relacion con un paciente
tratado con un agente antitumoral aprobado.

El término “sustancialmente el mismo”, como se usa en el presente documento, indica un grado suficientemente alto
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de similitud entre dos valores numéricos, de modo que un experto en la técnica considerara que la diferencia entre los
dos valores fuera de poca 0 ninguna significacion bioldgica y/o estadistica dentro del contexto de la caracteristica
biolégica medida por dichos valores (por ejemplo, valores de Kd o niveles de expresion). La diferencia entre dichos
dos valores, por ejemplo, es de menos de aproximadamente un 50 %, menos de aproximadamente un 40 %, menos
de aproximadamente un 30 %, menos de aproximadamente un 20 % y/o menos de aproximadamente un 10 %, como
una funcién del valor de referencia/comparacién.

La frase “sustancialmente diferente”, como se usa en el presente documento, indica un grado suficientemente alto de
diferencia entre dos valores numéricos, de modo que un experto en la técnica considerara que la diferencia entre los
dos valores fuera de significacion estadistica dentro del contexto de la caracteristica biolégica medida por dichos
valores (por ejemplo, valores de Kd o niveles de expresidn). La diferencia entre dichos dos valores, por ejemplo, es
de més de aproximadamente un 10 %, mas de aproximadamente un 20 %, mas de aproximadamente un 30 %, mas
de aproximadamente un 40 % y/o mas de aproximadamente un 50 % como una funcion del valor para la molécula de
referencia/comparacion.

La palabra “marcador”, cuando se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto o composicién que se
conjuga o fusiona directa o indirectamente a un reactivo tal como una sonda polinucleotidica o un anticuerpo y facilita
la deteccion del reactivo al que se conjuga o fusiona. El marcador por si mismo puede ser detectable (por ejemplo,
marcadores de radioisétopos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimatico, puede catalizar
la alteracion quimica de un compuesto o composicidon de sustrato que sea detectable. Se pretende que el término
englobe el marcado directo de una sonda o anticuerpo acoplando (es decir, enlazando fisicamente) una sustancia
detectable a la sonda o anticuerpo, asi como el marcado indirecto de la sonda o anticuerpo por reactividad con otro
reactivo que se marca directamente. Los ejemplos de marcado indirecto incluyen la deteccidon de un anticuerpo
primario usando un anticuerpo secundario marcado de forma fluorescente y el marcado de extremo de una sonda de
ADN con biotina de modo que se pueda detectar con estreptavidina marcada de forma fluorescente.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un agente terapéutico para tratar o evitar una
enfermedad o trastorno en un mamifero. En el caso de los canceres, la cantidad terapéuticamente eficaz del agente
terapéutico puede reducir el numero de células cancerosas; reducir el tamafio del tumor primario; inhibir (es decir,
ralentizar en cierto grado y preferentemente detener) la infiltracion de células cancerosas en 6rganos periféricos; inhibir
(es decir, ralentizar en cierto grado y preferentemente detener) la metastasis tumoral; inhibir, en cierto grado, el
crecimiento tumoral; y/o aliviar en cierto grado uno o mas de los sintomas asociados con el trastorno. En el grado en
el que el farmaco pueda evitar el crecimiento y/o destruir las células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o
citotdxico. Para el tratamiento del cancer, la eficacia in vivo se puede medir, por ejemplo, evaluando la duracién de la
supervivencia, tiempo hasta la progresion (THP) de la enfermedad, tasas de respuesta (por ejemplo, RC y RP),
duracién de la respuesta y/o calidad de vida.

Un “trastorno” es cualquier afeccién que se beneficiaria del tratamiento, incluyendo, pero sin limitarse a, trastornos o
enfermedades cronicas y agudas que incluyen las afecciones patolégicas que predisponen al mamifero al trastorno
en cuestion.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren a o describen la afeccion fisiologica en los mamiferos que se
caracteriza tipicamente por un crecimiento celular no regulado. En esta definicién se incluyen los canceres benignos
y malignos. Por “cancer en fase precoz” o “tumor en fase precoz” se quiere decir un cancer que no es invasivo ni
metastasico o se clasifica como un cancer en estadio 0, 1 o ll. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no se limitan a,
carcinoma, linfoma, blastoma (incluyendo meduloblastoma y retinoblastoma), sarcoma (incluyendo liposarcoma y
sarcoma de células sinoviales), tumores neuroendocrinos (incluyendo tumores carcinoides, gastrinoma e insulinoma),
mesotelioma, schwannoma (incluyendo neurinoma del acustico), meningioma, adenocarcinoma, melanomay leucemia
0 neoplasias malignas linfaticas. Los ejemplos mas particulares de dichos canceres incluyen carcinoma de células
escamosas (por ejemplo, carcinoma de células escamosas epiteliales), cancer de pulmon, incluyendo carcinoma de
pulmon microcitico (CPM), carcinoma de pulmén no microcitico (CPNM), adenocarcinoma del pulmén y carcinoma
escamoso del pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estémago, incluyendo cancer
gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer
de vejiga, hepatoma, cancer de mama (incluyendo cancer de mama metastasico), cancer de colon, cancer rectal,
cancer colorrectal, carcinoma de endometrio o de Utero, carcinoma de las glandulas salivales, cancer de rifion o renal,
cancer de préstata, cancer vulvar, cancer de tiroides, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma de pene, cancer
de células de Merkel, micosis fungoide, cancer testicular, cancer esofagico, tumores de las vias biliares, asi como
cancer de cabeza y cuello y neoplasias hematicas. En algunas divulgaciones, el cancer es cancer de mama
metastasico triple negativo, incluyendo cualquier adenocarcinoma de mama triple negativo (ER-, PR-, HERZ2-)
confirmado histolégicamente con enfermedad recidivante localmente o metastasica (donde la enfermedad recidivante
localmente no es susceptible de reseccion con intencién curativa). En algunas divulgaciones, el cancer es CPNM,
incluyendo CPNM escamoso y CPNM no escamoso.

El término “tumor”, como se usa en el presente documento, se refiere a todo crecimiento y proliferacién de células
neoplasicas, ya sea maligno o benigno, y a todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos. Los términos

“cancer”, “canceroso” y “tumor” no son mutuamente excluyentes como se hace referencia en el presente documento.
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El término “formulacion farmacéutica” se refiere a una preparacién que esta en una forma tal que permite que la
actividad biolégica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene ningln componente
adicional que sea inaceptablemente téxico para un sujeto al que se le administraria la formulacion.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una formulacion farmacéutica, distinto de
un ingrediente activo, que no es téxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se
limita a, un tampon, excipiente, estabilizante o conservante.

Como se usa en el presente documento, “tratamiento” (y las variaciones gramaticales del mismo, tales como “tratar” o
“‘que trata”) se refiere a la intervencién clinica en un intento de alterar la evolucién natural del individuo que se trata, y
que se puede realizar para su profilaxis o bien durante la evolucion de |la patologia clinica. Los efectos deseables del
tratamiento incluyen, pero no se limitan a, prevencién de la aparicion o recidiva de la enfermedad, alivio de los
sintomas, disminucién de cualquier consecuencia patolégica directa o indirecta de la enfermedad, prevencion de
metastasis, disminucidn de la tasa de progresion de la enfermedad, mejora o atenuacion del estado de la enfermedad
y remisién o mejora del prondstico. En algunas divulgaciones, se usan los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
anti-PD-L1 y/o anticuerpos anti-PD-1) para retrasar el desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresién
de una enfermedad.

El término “tratamiento antineoplasico” se refiere a un tratamiento Util en el tratamiento del cancer. Los ejemplos de
agentes terapéuticos antineoplasicos incluyen, pero se limitan a, por ejemplo, agentes citotdxicos, agentes
quimioterapicos, agentes inhibidores del crecimiento, agentes usados en radioterapia, agentes antiangiogénicos,
agentes apoptdticos, agentes antitubulinicos y otros agentes para tratar el cancer, por ejemplo, anticuerpos anti-CD20,
inhibidores del factor de crecimiento derivado de plaquetas (por ejemplo, GLEEVEC™ (mesilato de imatinib)), un
inhibidor de COX-2 (por ejemplo, celecoxib), interferones, citocinas, antagonistas (por ejemplo, anticuerpos
neutralizantes) que se unen a una o mas de las siguientes dianas: PDGFR-B, BlyS, APRIL, receptor(es) BCMA,
TRAIL/Apo2, otros agentes quimicos bioactivos y organicos y similares. Las combinaciones de los mismos también se
incluyen en la divulgacién.

El término “agente citotdxico” como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que inhibe o evita la
funcién de las células y/o provoca la destruccién de las células. Se pretende que el término incluya isétopos
radioactivos (por ejemplo, At2"!, [181 |125 Y90 Re188 Re18 Sm153 Bj212 P32 ¢ jsotopos radioactivos de Lu); agentes
quimioterapicos, por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina, etopdsido),
doxorrubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorrubicina u otros agentes de intercalacién, enzimas y
fragmentos de las mismas, tales como enzimas nucleoliticas, antibiéticos y toxinas, tales como toxinas de molécula
pequefia o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos
y/o variantes de las mismas; y los diversos agentes antitumorales o antineoplésicos divulgados a continuacion. Otros
agentes citotoxicos se describen a continuacién. Un agente tumoricida provoca la destruccién de células tumorales.

Un “agente quimioterapico” es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Los ejemplos de agentes
quimioterapicos incluyen agentes alquilantes, tales como tiotepa y ciclosfosfamida CYTOXAN®; sulfonatos de alquilo,
tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas, tales como benzodopa, carboquona, meturedopa y
uredopa; etileniminas y metilamelaminas, incluyendo altretamina, trietlenmelamina, trietilenfosforamida,
trietilentiofosforamida y trimetiloimelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y bulatacinona); delta-9-
tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol; colquicinas; acido betulinico; una
camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan) (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®),
acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo sus analogos
sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipdsido; criptoficinas (en
particular, criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y
CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina, espongistatina; mostazas nitrogenadas, tales como
clorambucilo, clornafacina, clorofosfamida, estramustina, ifosfamida, clormetina, clorhidrato de éxido de clormetina,
melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, uramustina; nitrosoureas, tales como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; antibioticos, tales como los antibiéticos enodiinos (por
ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina y1l y calicheamicina o1l (véase, por ejemplo, Nicolaou et al,,
Angew. Chem Inti. Ed. Engl., 33:183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo dinemicina A; una esperamicina; asi como
el croméforo neocarzinostatina y cromoforos de antibidticos enodiinos de cromoproteinas relacionados),
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina,
carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina
ADRIAMYCIN® (incluyendo morfolinodoxorrubicina, cianomorfolinodoxorrubicina, 2-pirrolinodoxorrubicina vy
desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas, tales como mitomicina C,
acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, poffiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; antimetabolitos, tales como
metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido félico, tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; analogos de purina, tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina, tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina; androgenos, tales como calusterona, propionato de dromoestanolona, epitiostanal,
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mepitiostano, testolactona; antisuprarrenales, tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reponedor de acido
félico, tal como acido frolinico; aceglatona; glucédsido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elfornitina; acetato de eliptinio; una
epotilona; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides, tales como maitansina y
ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina;
losoxantrona; 2-etilhidracida; procarbacina;, complejo de polisacarido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR);
razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazénico; triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos
(especialmente, toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®);
dacarbacina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinésido ("Ara-C"); tiotepa; taxoides,
por ejemplo, taxanos incluyendo paclitaxel TAXOL® (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.), formulacion de
paclitaxel en nanoparticulas genomanipuladas con albumina libres de Cremophor ABRAXANE™ (American
Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Illinois) y docetaxel TAXOTERE® (Rhdne-Poulenc Rorer, Antony, Francia);
clorambucilo; gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino, tales como
cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®), platino; etopésido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina
(ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina, vinorelbina (NAVELBINE®); novantrona; edatrexato; daunomicina;
aminopterina; ibandronato; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; diflucrometilornitina (DMFO); retinoides, tales como
acido retinoico; capecitabina (XELODA®), sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de
los anteriores; asi como combinaciones de dos 0 mas de los anteriores, tales como CHOP, una abreviatura para un
tratamiento combinado de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisolona, y FOLFOX, una abreviatura para
una pauta de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™) combinado con 5-FU y acido folinico. Los agentes
quimioterapicos adicionales incluyen los agentes citotéxicos Utiles como conjugados anticuerpo-farmaco, tales como
maitansinoides (DM1, por ejemplo) y las auristatinas MMAE y MMAF, por ejemplo.

Los “agentes quimioterapicos” también incluyen “agentes antihormonales” o “tratamientos endocrinos” que actuan para
regular, reducir, bloquear o inhibir los efectos de hormonas que pueden promover el crecimiento del cancer, y a
menudo estan en forma de tratamiento sistémico o del organismo al completo. Pueden ser hormonas por si mismos.
Los ejemplos incluyen antiestrégenos y moduladores selectivos del receptor de estrégenos (SERM), incluyendo, por
ejemplo, tamoxifeno (incluyendo tamoxifeno NOLVADEX®), raloxifeno EVISTA®, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno,
trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y toremifeno FARESTON®; antiprogesteronas; reguladores por
disminucion del receptor de estrogenos (ERD); agentes que funcionan para suprimir o apagar los ovarios, por ejemplo,
agonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) tales como acetato de leuprorrelina LUPRON®
y ELIGARD®, acetato de goserelina, acetato de buserelina y tripterelina; otros antiandrégenos, tales como flutamida,
nilutamida y bicalutamida; e inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccién de
estrogenos en las glandulas suprarrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, acetato de
megestrol MEGASE®, exemestano AROMASIL®, formestano, fadrozol, vorozol RIVISOR®, letrozol FEMARA® y
anastrozol ARIMIDEX®. Ademas, dicha definicién de agentes quimioterapicos incluye bisfosfonatos, tales como
clodronato (por ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®), etidronato DIDROCAL®, NE-58095, acido zoledrénico/zoledronato
ZOMETA®, alendronato FOSAMAX®, pamidronato AREDIA®, tiludronato SKELID® o risedronato ACTONEL®; asi
como troxacitabina (un analogo de 1,3-dioxolano nucleésido citosina); oligonucleotidos antisentido, en particular, los
que inhiben la expresion de genes en las vias de sefializacion implicadas en la proliferacion celular anémala, tales
como, por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras y receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR); vacunas, tales como
vacuna THERATOPE® y vacunas para el tratamiento génico, por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna
LEUVECTIN® y vacuna VAXID®; inhibidor de topoisomerasa 1 LURTOTECAN®; rmRH ABARELIX®; ditosilato de
lapatinib (un inhibidor de molécula pequefia de tirosina cinasa doble para ErbB-2 y EGFR, también conocido como
GW5720186); y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

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

Los agentes quimioterapicos también incluyen “inhibidores de EGFR”, que se refieren a compuestos que se unena o

de otro modo interactian directamente con EGFR y evitan o reducen su actividad de sefializacién, y se denominan de
forma alternativa “antagonistas de EGFR”. Los ejemplos de dichos agentes incluyen anticuerpos y moléculas
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pequefias que se unen a EGFR. Los ejemplos de anticuerpos que se unen a EGFR incluyen MAb 579 (ATCC CRL HB
85086), MAb 455 (ATCC CRL HB8507), MAb 225 (ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509) (véase la patente de
EE. UU. n.°4.943.533, Mendelsohn et al.) y variantes de los mismos, tales como 225 quimerizado (C225 o Cetuximab;
ERBUTIX®) y 225 humano (H225) remodelado (véase el documento WO96/40210, Imclone Systems Inc.); IMC-11F8,
un anticuerpo que selecciona como diana EGFR completamente humano (Imclone); anticuerpos que se unen a EGFR
mutante de tipo Il (patente de EE. UU. n.° 5.212.290); anticuerpos humanizados y quiméricos que se unen a EGFR
como se describe en la patente de EE. UU. n.° 5.891.996; y anticuerpos humanos que se unen a EGFR, tales como
ABX-EGF o Panitumumab (véase el documento WO98/50433, Abgenix/Amgen); EMD 55900 (Stragliotto et al. Eur. J.
Cancer 32A:636-640 (1996)); EMD7200 (matuzumab), un anticuerpo frente a EGFR humanizado dirigido frente a
EGFR que compite tanto con EGF como con TGF-alfa por la unién a EGFR (EMD/Merck); anticuerpo frente a EGFR
humano, HuMax-EGFR (GenMab); anticuerpos completamente humanos conocidos como E1.1, E2.4, E2.5, EB.2,
E6.4, E2.11, E6. 3y E7.6. 3 y descritos en el documento US 6.235.883; MDX-447 (Medarex Inc); y mAb 806 o0 mAb
806 humanizado (Johns et al., J. Biol. Chem. 279(29):30375-30384 (2004)). El anticuerpo anti-EGFR se puede
conjugar con un agente citotoxico, generando asi un inmunoconjugado (véase, por ejemplo, el documento
EPB659.439A2, Merck Patent GmbH). Los antagonistas de EGFR incluyen moléculas pequefias, tales como los
compuestos descritos en las patentes de EE. UU. n.°s 5.616.582, 5.457.105, 5.475.001, 5.654.307, 5.679.683,
6.084.095, 6.265.410, 6.455.534, 6.521.620, 6.596.726, 6.713.484, 5.770.599, 6.140.332, 5.866.572, 6.399.602,
6.344.459, 6.602.863, 6.391.874, 6.344.455, 5.760.041, 6.002.008 y 5.747.498, asi como las siguientes publicaciones
PCT: documentos W098/14451, WO98/50038, WO99/09016 y WO99/24037. Los antagonistas de EGFR de molécula
pequefia particulares incluyen OSI-774 (CP-358774, erlotinib, TARCEVA® Genentech/OS| Pharmaceuticals); PD
183805 (Cl 1033, diclorhidrato de N-[-4-[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[3-(4-morfolinil)propoxi]-6-quinazolinil]-2-
propenamida, Pfizer Inc.); ZD1839, gefitinib  (IRESSA®) 4-(3'-cloro-4'-fluoroanilino)-7-metoxi-6-(3-
morfolinopropoxi)quinazolina, AstraZeneca); ZM 105180 ((6-amino-4-(3-metilfenil-amino)-quinazolina, Zeneca);
BIBX-1382  (N8-(3-cloro-4-fluoro-fenil)-N2-(1-metil-piperidin-4-il)-pirimido[5,4-d]pirimidin-2,8-diamina, = Boehringer
Ingelheim); PKI-166 ((R)-4-[4-[(1-feniletil)amino]-1H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-il]-fenol);  (R)-6-(4-hidroxifenil)-4-[(1-
feniletilyamino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina); CL-387785  (N-[4-[(3-bromofenil)amino]-6-quinazolinil]-2-butinamida);
EKB-569 (N-[4-[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-3-ciano-7-etoxi-6-quinolinil]-4-(dimetilamino)-2-butenamida)  (Wyeth);
AG1478 (Pfizer); AG1571 (SU 5271, Pfizer); inhibidores de tirosina cinasa dobles para EGFR/HER2, tales como
lapatinib (TYKERB®, GSK572016 o N-[3-cloro-4-[(3 fluorofenil)metoxilfenil]-8[5[[[2metilsulfonil)etilJamino]metil]-2-
furanil]-4-quinazolinamina).

Los agentes quimioterapicos también incluyen “inhibidores de tirosina cinasa”, incluyendo los farmacos que
seleccionan como diana EGFR sefialados en el parrafo precedente; inhibidor de tirosina cinasa para HER2 de
molécula pequefia, tal como TAK165, disponible de Takeda, CP-724.714, un inhibidor selectivo oral del receptor
tirosina cinasa ErbB2 (Pfizer y OSlI); inhibidores de HER dobles, tales como EKB-569 (disponible de Wyeth), que se
une preferentemente a EGER, pero inhibe tanto las células que sobreexpresan HER2 como EGFR; lapatinib
(GSK572018; disponible de Glaxo-SmithKline), un inhibidor de tirosina cinasa oral para HER2 y EGFR; PKI-166
(disponible de Novartis); inhibidores de pan-HER, tales como canertinib (CI-1033; Pharmacia); inhibidores de Raf-1,
tales como el agente antisentido ISIS-5132, disponible de ISIS Pharmaceuticals, que inhiben la sefializacion de Raf-1;
inhibidores de TK que no seleccionan como diana HER, tales como mesilato de imatinib (GLEEVEC®, disponible de
Glaxo SmithKline); inhibidores de tirosina cinasa con multiples dianas, tales como sunitinib (SUTENT®, disponible de
Pfizer); inhibidores de tirosina cinasa para los receptores de VEGF, tales como vatalanib (PTK787/2K222584,
disponible de Novartis/Schering AG); inhibidor de cinasas reguladas extracelularmente | de MAPK CI-1040 (disponible
de Pharmacia); quinazolinas, tales como PD 153035, 4-(3-cloroanilino)quinazolina; piridopirimidinas;
pirimidopirimidinas; pirrolopirimidinas, tales como CGP 59326, CGP 60261 y CGP 62706; pirazolopirimidinas,
4—(fenilamino)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidinas; curcumina (diferuloilmetano, 4,5-bis(4-fluoroanilino)ftalimida); tirfostinas
que contienen restos nitrotiofeno; PD-0183805 (Warner-Lamber); moléculas antisentido (por ejemplo, las que se unen
a acido nucleico que codifica HER); quinoxalinas (patente de EE. UU. n.° 5.804.396); trifostinas (patente de EE. UU.
n.° 5.804.396), ZD6474 (Astra Zeneca), PTK-787 (Novartis/Schering AG); inhibidores de pan-HER, tales como
Cl-1033 (Pfizer); Affinitac (ISIS 3521; Isis/Lilly); mesilato de imatinib (GLEEVEC®); PKI 166 (Novartis), GW2016
(Glaxo SmithKline); CI-1033 (Pfizer); EKB-569 (Wyeth); semaxinib (Pfizer); ZD6474 (AstraZeneca), PTK-787
(Novartis/Schering AG); INC-1C11 (Imclone), rapamicina (sirolimus, RAPAMUNE®); o como se describe en cualquiera
de las siguientes publicaciones de patente: patente de EE. UU. n.° 5.804.396; documentos WO 1999/09016 (American
Cyanamid); WO 1998/43960 (American Cyanamid); WO 1997/38983 (Warner Lambert); WO 1999/06378 (Warner
Lambert); WO 1999/06396 (Warner Lambert); WO 1996/30347 (Pfizer, Inc); WO 1996/33978 (Zeneca); WO 1996/3397
(Zeneca) y WO 1996/33980 (Zeneca).

Los agentes quimioterapicos también incluyen dexametasona, interferones, colquicina, metoprina, ciclosporina,
anfotericina, metronidazol, alemtuzumab, alitretinoina, alopurinol, amifostina, triéxido de arsénico, asparaginasa, BCG
viva, bevacuzimab, bexaroteno, cladribina, clofarabina, darbepoetina alfa, denileucina, dexrazoxano, epoetina alfa,
elotinib, filgrastim, acetato de histrelina, ibritumomab, interferén alfa-2a, interferdn alfa-2b, lenalidomida, levamisol,
mesna, metoxaleno, nandrolona, nelarabina, nofetumomab, oprelvecina, palifermina, pamidronato, pegademasa,
pegaspargasa, pedfilgrastim, pemetrexed disédico, plicamicina, porfimero sddico, mepacrina, rasburicasa,
sargramostim, temozolomida, VM-26, 6-TG, toremifeno, tretinoina, ATRA, valrrubicina, zoledronato y acido zoledrdnico
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
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Los agentes quimioterapicos también incluyen hidrocortisona, acetato de hidrocortisona, acetato de cortisona, pivalato
de tixocortol, aceténido de triamcinolona, alcohol de triamcinolona, mometasona, amcinonida, budesénida, desénida,
fluocinénida, aceténido de fluocinolona, betametasona, fosfato sédico de betametasona, dexametasona, fosfato sédico
de dexametasona, fluocortolona, 17-butirato de hidrocortisona, 17-valerato de hidrocortisona, dipropionato de
aclometasona, valerato de betametasona, dipropionato de betametasona, prednicarbato, 17-butirato de clobetasona,
17-propionato de clobetasol, caproato de fluocortolona, pivalato de fluocortolona y acetato de fluprednideno; péptidos
antinflamatorios selectivos inmunitarios (AlSI), tales como fenilalanina-glutamina-glicina (FEG) y su forma D-isdmérica
(feG) (IMULAN BioTherapeutics, LLC); farmacos antirreumaticos, tales como azatioprina, ciclosporina (ciclosporina A),
D-penicilamina, sales de oro, hidroxicloroquina, leflunomideminociclina, sulfasalazina, bloqueantes del factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), tales como etanercept (ENBREL®), infliximab (REMICADE®), adalimumab (HUMIRA®),
certolizumab pegol (CIMZIA®), golimumab (SIMPONI®), bloqueantes de interleucina 1 (IL-1), tales como anakinra
(KINERET®), bloqueantes de la coestimulacion de linfocitos T, tales como abatacept (ORENCIA®), bloqueantes de
interleucina 6 (IL-6), tales como tocilizumab (ACTEMERA®); bloqueantes de interleucina 13 (IL-13), tales como
lebrikizumab; bloqueantes de interferén (IFN) alfa, tales como rontalizumab; blogueantes de integrinas beta 7, tales
como rhuMAb Beta7; bloqueantes de la via de IgE, tales como anti-M1 prima; bloqueantes de LTa3 homotrimérica y
heterotrimero LTa1/p2 unido a membrana secretados, tales como anti-linfotoxina alfa (LTa); diversos agentes en
investigacién, tales como tioplatino, PS-341, fenilbutirato, ET-18-OCH3, o inhibidores de farnesiltransferasa (L-739749,
L-744832); polifenoles, tales como quercetina, resveratrol, piceatannol, galato de epigalocatequina, teaflavinas,
flavanoles, procianidinas, acido betulinico y derivados de los mismos; inhibidores de la autofagia, tales como
cloroquina; delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol; colquicinas, acido
betulinico; acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); podofilotoxina; tegafur (UFTORAL®);
bexaroteno (TARGRETIN®); bisfosfonatos, tales como clodronato (por ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®), etidronato
(DIDROCAL®), NE-58095, acido zoledrénico/zoledronato (ZOMETA®), alendronato (FOSAMAX®), pamidronato
(AREDIA®), tiludronato (SKELID®) o risedronato (ACTONEL®); y receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGF-R); vacunas, tales como la vacuna THERATOPE®; perifosina, inhibidor de COX-2 (por ejemplo, celecoxib o
etoricoxib), inhibidor de proteosoma (por ejemplo, PS341); CCI-779; tipifarnib (R11577); orafenib, ABT510; inhibidor
de Bcl-2, tal como oblimersen soédico (GENASENSE®); pixantrona; inhibidores de farnesiltransferasa, tales como
lonafarnib (SCH 6636, SARASAR™); y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los
anteriores; asi como combinaciones de dos o mas de los anteriores.

El término “profarmaco” como se usa en el presente documento se refiere a un precursor o forma derivada de una
sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotoxica para las células tumorales en comparacién con el
farmaco original y se puede activar o convertir enzimaticamente en la forma original mas activa. Véanse, por ejemplo,
Wilman, “Prodrugs in Cancer Chemotherapy” Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615.° congreso,
Belfast (1986) y Stella et al., “Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery” Directed Drug Delivery,
Borchardt et al., (ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985). Los profarmacos de la presente divulgacién incluyen, pero
no se limitan a, profarmacos que contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que contienen
sulfato, profarmacos que contienen péptidos, profarmacos modificados con aminoéacidos D, profarmacos glucosilados,
profarmacos que contienen B-lactama, profarmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituida o
profarmacos que contienen fenilacetamida opcionalmente sustituida, 5-fluorocitosina y otros profarmacos de
5-fluorouridina que se pueden convertir en el farmaco libre citotoxico mas activo. Los ejemplos de farmacos citotdxicos
que se pueden derivatizar en una forma de profarmaco para su uso en la presente divulgacién incluyen, pero no se
limitan a, los agentes quimioterapicos descritos anteriormente.

Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se usa en el presente documento se refiere a un compuesto o
composicion que inhibe el crecimiento y/o proliferacion de una célula (por ejemplo, una célula en la que su crecimiento
es dependiente de la expresién de PD-L1) in vitro o bien in vivo. Por tanto, el agente inhibidor del crecimiento puede
ser uno que reduzca significativamente el porcentaje de células en fase S. Los ejemplos de agentes inhibidores del
crecimiento incluyen agentes que bloquean la progresion del ciclo celular (en un lugar distinto de |la fase S), tales como
agentes que inducen la interrupcidn de G1 vy lainterrupcion de la fase M. Los bloqueantes de la fase M clasicos incluyen
las vincas (vincristina y vinblastina), taxanos e inhibidores de topoisomerasa Il, tales como el antibiético de antraciclina
doxorrubicina ((8S-cis)-10-[(3-amino-2,3,6-tridesoxi-a-L-lixo-hexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-
(hidroxiacetil)-1-metoxi-5, 12-naftacenodiona), epirrubicina, daunorrubicina, etopésido y bleomicina. Los agentes que
interrumpen la G1 también afectan a la interrupcion de la fase S, por ejemplo, agentes alquilantes de ADN, tales como
tamoxifeno, prednisona, dacarbacina, clormetina, cisplatino, metotrexato, 5-fluoruracilo y citarabina. Se puede
encontrar otra informacidén en “The Molecular Basis of Cancer”, eds. Mendelsohn e Israel, capitulo 1, titulado “Cell
cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs” por Murakami et al. (WB Saunders: Filadelfia, 1995),
especialmente p. 13. Los taxanos (paclitaxel y docetaxel) son farmacos antineoplasicos derivados del arbol del tejo.
Docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer), derivado del tejo europeo, es un analogo semisintético de paclitaxel
(TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). Paclitaxel y docetaxel promueven el ensamblaje de microtubulos de dimeros de
tubulina y estabilizan los microtibulos evitando la despolimerizacion, lo que da como resultado la inhibicion de la
mitosis en las células.

Por “radioterapia” se quiere decir el uso de rayos gamma o rayos beta dirigidos para inducir suficiente dafio en una

célula para limitar su capacidad de funcionar normalmente o para destruir la célula por completo. Se apreciara que
existiran muchos modos conocidos en la técnica para determinar la dosificaciéon y duracién del tratamiento. Los
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tratamientos tipicos se dan como una administracion de una vez y las dosificaciones tipicas varian de 10 a
200 unidades (grays) por dia.

Como se usa en el presente documento, los términos “paciente” 0 “sujeto” se usan de manera intercambiable y se
refieren a cualquier animal individual, mas preferentemente un mamifero (incluyendo dichos animales no humanos
como, por ejemplo, perros, gatos, caballos, conejos, animales de zooldgico, vacas, cerdos, ovejas y primates no
humanos) para los que se desea el tratamiento. En algunas divulgaciones, el paciente en el presente documento es
un ser humano.

Como se usa en el presente documento, “administracion” quiere decir un procedimiento de dar una dosificacién de un
compuesto (por ejemplo, un antagonista) o una composicion farmacéutica (por ejemplo, una composicién farmacéutica
que incluye un antagonista) a un sujeto (por ejemplo, un paciente). La administracion puede ser por cualquier medio
adecuado, incluyendo administracidén parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si se desea, para el tratamiento local,
intralesional. Las infusiones parenterales incluyen, por ejemplo, administracién intramuscular, intravenosa, intrarterial,
intraperitoneal o subcutanea. La dosificacion puede ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, por inyecciones,
tales como inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo, en parte, de si la administracién es breve o
prolongada. En el presente documento se contemplan diversos programas de dosificacién que incluyen, pero sin
limitarse a, administraciones Unicas o multiples durante diversos puntos de tiempo, administracidon por inyeccion
intravenosa rapida e infusion pulsada.

El término “de forma simultanea” se usa en el presente documento para referirse a la administracién de dos 0 mas
agentes terapéuticos, donde al menos parte de la administracion se solapa en el tiempo. En consecuencia, la
administracién simultanea incluye una pauta posoldgica cuando la administracidon de uno o0 mas agentes continla
después de suspender la administracion de uno o méas de otros agentes.

Por “reducir o inhibir’ se quiere decir la capacidad de provocar una disminucion global de un 20 %, 30 %, 40 %, 50 %,
60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mayor. Reducir o inhibir se puede referir, por ejemplo, a los sintomas
del trastorno que se trata, la presencia o tamafio de las metastasis o el tamafio del tumor primario.

El término “prospecto del envase” se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases
comerciales de productos terapéuticos que contienen informacién sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracién, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias en relacion con el uso de dichos productos
terapéuticos.

Una formulacion “estéril” es aséptica o esta libre de cualquier microorganismo vivo y de sus esporas.

Un “articulo de fabricacion” es cualquier elemento de fabricacion (por ejemplo, un envase o recipiente) o kit que
comprende al menos un reactivo, por ejemplo, un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno
(por ejemplo, cancer), o una sonda para detectar especificamente un biomarcador (por ejemplo, PD-L1) descrito en el
presente documento. En determinadas divulgaciones, la fabricacion o kit se promociona, distribuye 0 vende como una
unidad para realizar los procedimientos descritos en el presente documento.

La frase “basado en” cuando se usa en el presente documento quiere decir que la informacién sobre uno o mas
biomarcadores se usa para informar de una decisién de tratamiento, informacién proporcionada en un prospecto del
envase, U orientacion de comercializacion/promocional, etc.

lll. Procedimientos
A. Procedimientos de diagnéstico

En el presente documento se proporcionan procedimientos para determinar si es probable que un paciente que padece
un cancer (por ejemplo, un carcinoma de pulmoén no microcitico) responda al tratamiento que comprende un
antagonista de union al eje PD-L1. En el presente documento también se proporcionan procedimientos para predecir
la reactividad de un paciente que padece un cancer (por ejemplo, un carcinoma de pulmén no microcitico) al
tratamiento que comprende un antagonista de union al eje PD-L1. En el presente documento se proporcionan ademas
procedimientos para seleccionar un tratamiento para un paciente que padece un cancer (por ejemplo, un carcinoma
de pulmoén no microcitico). Cualquiera de los procedimientos precedentes se puede basar en el nivel de expresion de
un biomarcador proporcionado en el presente documento, por ejemplo, la expresién de PD-L1 en una muestra de
tumor, por ejemplo, en células inmunitarias infiltrantes de tumor y/o en células tumorales. Cualquiera de los
procedimientos puede incluir ademas administrar al paciente un antagonista de unién al eje PD-L1 (por ejemplo, como
se describe en la secciéon C, “Antagonistas de unién al eje PD-L1” a continuacién) al paciente. Cualquiera de los
procedimientos puede incluir ademas administrar una cantidad eficaz de un segundo agente terapéutico al paciente.

La divulgacidn proporciona un procedimiento para determinar si es probable que un paciente que padece un carcinoma

de pulmén no microcitico responda al tratamiento que comprende un antagonista de unién al eje PD-L1,
comprendiendo el procedimiento: determinar el nivel de expresidn de proteinas de PD-L1 en células tumorales en una
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muestra de tumor obtenida del paciente, en el que un nivel de expresién detectable de PD-L1 en un 50 % o mas,
aproximadamente un 55 % o mas, aproximadamente un 60 % o mas, aproximadamente un 65 % 0 mas,
aproximadamente un 70 % o mas, aproximadamente un 80 % o mas, aproximadamente un 85 % 0 mas,
aproximadamente un 90 % o mas, aproximadamente un 95 % o mas, o aproximadamente un 99 % o mas de las células
tumorales en la muestra de tumor indica que es probable que el paciente responda al tratamiento que comprende un
antagonista de unién al eje PD-L1, en el que el antagonista de union al eje PD-L1 es un anticuerpo, en el que el
anticuerpo es atezolizumab. Un nivel de expresion detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de las células tumorales
en la muestra de tumor indica que es probable que el paciente responda al tratamiento que comprende un antagonista
de unién al eje PD-L1, en el que el antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo, en el que el anticuerpo es
atezolizumab.

La divulgaciéon también proporciona un procedimiento para predecir la reactividad de un paciente que padece un
carcinoma de pulmén no microcitico al tratamiento que comprende un antagonista de unién al eje PD-LA1,
comprendiendo el procedimiento: determinar el nivel de expresion de proteinas de PD-L1 en células tumorales en una
muestra de tumor obtenida del paciente, en el que un nivel de expresién detectable de PD-L1 en un 50 % o mas,
aproximadamente un 55 % o0 mas, aproximadamente un 60 % o mas, aproximadamente un 65 % 0 mas,
aproximadamente un 70 % o mas, aproximadamente un 80 % o mas, aproximadamente un 85 % o0 mas,
aproximadamente un 90 % o mas, aproximadamente un 95 % o mas, o aproximadamente un 99 % o mas de las células
tumorales en la muestra de tumor indica que es probable que el paciente responda al tratamiento que comprende un
antagonista de unién al eje PD-L1, en el que el antagonista de union al eje PD-L1 es un anticuerpo, en el que el
anticuerpo es atezolizumab. Un nivel de expresion detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de las células tumorales
en la muestra de tumor indica que es probable que el paciente responda al tratamiento que comprende un antagonista
de unién al eje PD-L1, en el que el antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo, en el que el anticuerpo es
atezolizumab.

En algunas divulgaciones de cualquiera de los procedimientos precedentes, un nivel de expresion de proteinas
detectable de PD-L1 en de un 50 % a un 99 %, de aproximadamente un 50 % a un 95 %, de aproximadamente un
50 % a aproximadamente un 90 %, de aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 85 %, de aproximadamente
un 50 % a aproximadamente un 80 %, de aproximadamente un 50% a aproximadamente un 75 %, de
aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 70 %, de aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 65 %,
de aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 60 % o de aproximadamente un 50 % a aproximadamente un
55 % de las células tumorales en la muestra de tumor indica que es probable que el paciente responda al tratamiento
con un antagonista de unién a PD-L1, en el que el antagonista de union a PD-L1 es un anticuerpo, en el que el
anticuerpo es atezolizumab.

La divulgacién proporciona ademas un procedimiento para seleccionar un tratamiento para un paciente que padece
un carcinoma de pulmoén no microcitico, comprendiendo el procedimiento: determinar el nivel de expresién de PD-L1
en células tumorales en una muestra de tumor obtenida del paciente, y seleccionar un tratamiento que comprende un
antagonista de union al eje PD-L1 para el paciente en base a un nivel de expresién de proteinas detectable de PD-L1
en un 50 % o mas, aproximadamente un 55 % o mas, aproximadamente un 60 % o mas, aproximadamente un 65 %
0 mas, aproximadamente un 70 % o mas, aproximadamente un 80 % o mas, aproximadamente un 85 % o mas,
aproximadamente un 90 % o mas, aproximadamente un 95 % o mas, o aproximadamente un 99 % o mas de las células
tumorales en la muestra de tumor, en el que el antagonista de union al eje PD-L1 es un anticuerpo, en el que el
anticuerpo es atezolizumab. El procedimiento incluye seleccionar un tratamiento que comprende un antagonista de
unién al eje PD-L1 para el paciente en base a un nivel de expresién detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de las
células tumorales en la muestra de tumor, en el que el antagonista de unién al eje PD-L1 es un anticuerpo, en el que
el anticuerpo es atezolizumab.

En cualquiera de los procedimientos precedentes, el procedimiento puede incluir ademas determinar el nivel de
expresion de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor en la muestra de tumor obtenida del paciente. En
algunas divulgaciones, la muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresion detectable de PD-L1 en
células inmunitarias infiltrantes de tumor que comprenden menos de un 10 % (por ejemplo, menos de un 10 %, menos
de un 9 %, menos de un 8 %, menos de un 7 %, menos de un 6 %, menos de un 5 %, menos de un 4 %, menos de
un 3 %, menos de un 2 % o menos de un 1 %) de la muestra de tumor. Por ejemplo, en algunas divulgaciones, la
muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresion detectable de PD-L1 en células inmunitarias
infiltrantes de tumor que cubren menos de un 10 % del area tumoral (por ejemplo, menos de un 10 % del area tumoral,
menos de un 9 % del area tumoral, menos de un 8 % del area tumoral, menos de un 7 % del area tumoral, menos de
un 6 % del area tumoral, menos de un 5 % del area tumoral, menos de un 4 % del area tumoral, menos de un 3 % del
area tumoral, menos de un 2 % del area tumoral 0 menos de un 1 % del area tumoral) en un corte de la muestra de
tumor, por ejemplo, como se determina por inmunohistoquimica usando un anticuerpo anti-PD-L1.

En cualquiera de los procedimientos precedentes, la muestra de tumor obtenida del paciente puede tener desmoplasia.
Por ejemplo, en algunos casos, una muestra de tumor obtenida del paciente puede incluir una poblacién de fibroblastos
y/o miofibroblastos. En cualquiera de los procedimientos, la muestra de tumor obtenida del paciente puede tener una
reaccion esclerética. En algunos casos, la muestra de tumor obtenida del paciente puede comprender un estroma
deficiente en células y/o colagenizado. En cualquiera de los procedimientos precedentes, la muestra de tumor puede
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comprender un nivel de expresidn incrementado de colageno, STAT1 y/o MEK en relacion con una muestra de tumor
de referencia.

En cualquiera de los procedimientos precedentes, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir
aproximadamente un 1 % o mas (por ejemplo, aproximadamente un 1 % o mas, aproximadamente un 2 % o0 mas,
aproximadamente un 3 % o mas, aproximadamente un 4 % o mas, aproximadamente un 5 % o mas, aproximadamente
un 6 % o mas, aproximadamente un 7 % o mas, aproximadamente un 8 % o mas, aproximadamente un 10 % o mas,
aproximadamente un 11 % o mas, aproximadamente un 12 % o0 mas, aproximadamente un 13 % 0 mas,
aproximadamente un 14 % o mas, aproximadamente un 15% o mas, aproximadamente un 20 % 0 mas,
aproximadamente un 25 % o mas, aproximadamente un 30 % o mas, aproximadamente un 35 % 0 mas,
aproximadamente un 40 % o mas, aproximadamente un 50 % o0 mas, aproximadamente un 45% o mas, o
aproximadamente un 50 % o mas) del area tumoral en un corte de la muestra tumoral obtenida del paciente. Por
ejemplo, en algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 1 % o
mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de
tumor pueden cubrir aproximadamente un 5 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En otros
casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 10 % o mas del area tumoral
en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir
aproximadamente un 15 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. Aln en otros casos, las células
inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 20 % o mas del area tumoral en un corte de la
muestra de tumor. En otros casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un
25 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes
de tumor pueden cubrir aproximadamente un 30 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En
algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 35 % o mas del area
tumoral en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden
cubrir aproximadamente un 40 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las
células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 50 % o mas del area tumoral en un corte
de la muestra de tumor.

En cualquiera de los procedimientos precedentes, la muestra de tumor obtenida del paciente puede incluir un nimero
incrementado de células inmunitarias intraepiteliales y/o estromales en relacion con una muestra de tumor de
referencia. En cualquiera de los procedimientos precedentes, la muestra de tumor obtenida del paciente puede incluir
un numero incrementado de linfocitos T CD8+ en relacién con una muestra de tumor de referencia. En algunos casos,
la muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresién incrementado de uno 0 mas genes relacionados
con linfocitos B 0 genes relacionados con linfocitos citoliticos naturales (NK) en relaciéon con una muestra de tumor de
referencia. En algunos casos, el uno o mas genes relacionados con linfocitos B se seleccionan del grupo que consiste
en CD19, MS4A1y CD79A. En algunos casos, el uno o mas genes relacionados con linfocitos NK se seleccionan del
grupo que consiste en KLRB1, KLRC1, KLRC2, KLRC3, KLRD1, KLRF1, KLRG1, KLRK1, NCAM1, PRF1, NCR1,
KIR2DL2, KIR2DL 3, KIR2DL 4, KIR2DS2, KIR3DL1, FCGR3A, MICA y MICB.

En algunas divulgaciones, los procedimientos incluyen determinar el nivel de expresidn de uno o mas biomarcadores
adicionales. En algunas divulgaciones, el biomarcador adicional es un marcador inmunomediado. Un marcador
inmunomediado se refiere a un marcador que se expresa por células inmunitarias o por otras células (por ejemplo,
células tumorales, células endoteliales, fibroblastos u otras células estromales). Si se expresa por células distintas de
las células inmunitarias, el marcador puede estar implicado en la regulacién de la biologia y funcién de las células
inmunitarias, incluyendo, por ejemplo, la activacion, cebado, reconocimiento y presentacion de antigeno, produccion
de citocinas y quimiocinas, proliferacidon, migracion, supervivencia o produccién de anticuerpos. En algunas
divulgaciones, el marcador inmunomediado es un marcador relacionado con linfocitos T. En algunas divulgaciones, el
marcador relacionado con linfocitos T se selecciona del grupo que consiste en CD8A, IFN-y, EOMES, granzima A,
CXCL9y cualquier combinacién de los mismos. En algunas divulgaciones, el marcador inmunomediado se selecciona
del grupo que consiste en CX3CL1, CD45RO, IDOI, galectina 9, MIC-A, MIC-B, CTLA-4 y cualquier combinacién de
los mismos. En algunas divulgaciones, el biomarcador adicional es un gen relacionado con linfocitos NK. En algunas
divulgaciones, un gen relacionado con linfocitos NK incluye, pero no se limita a, KLRB1, KLRC1, KLRC2, KLRC3,
KLRD1, KLRF1, KLRG1, KLRK1, NCAM1, PRF1, NCR1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DS2, KIR3DL1,
FCGR3A, MICA, MICB y cualquier combinacion de los mismos. En algunas divulgaciones, el biomarcador adicional
€s un gen relacionado con células mielégenas. En algunas divulgaciones, el gen relacionado con células mielégenas
incluye, pero no se limita a, /L1B, /L8, CCL2 y cualquier combinacién de los mismos. En algunas divulgaciones, el
biomarcador adicional es un gen relacionado con linfocitos B. En algunas divulgaciones, el gen relacionado con
linfocitos B incluye, pero no se limita a, CD19, MS4A1, CD79A y cualquier combinacion de los mismos. En algunas
divulgaciones, el biomarcador adicional es un gen relacionado con linfocitos T efectores (Ter). En algunas
divulgaciones, un gen relacionado con Tes incluye, pero no se limita a, CD8A, GZMA, GZMB, IFNG, EOMES, PRF1,
CXCL9, CXCL10, TBX21 y cualquier combinacién de los mismos. En algunas divulgaciones, el gen relacionado con
Teff es IFNG, GZMB o CXCL9. En algunas divulgaciones, el biomarcador adicional es un gen de colageno. En algunas
divulgaciones, el gen de colageno es COL6AT o COLBA2.

En cualquiera de los procedimientos precedentes, el procedimiento puede incluir ademas administrar al paciente una
cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de union al eje PD-L1 en base al nivel de expresion de PD-L1 en

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 835866 T5

células tumorales o en células inmunitarias infiltrantes de tumor en la muestra de tumor. El antagonista de union al eje
PD-L1 puede ser cualquier antagonista de unién al eje PD-L1 conocido en la técnica o descrito en el presente
documento, por ejemplo, en la seccion C, “Antagonistas de unién al eje PD-L1” a continuacion.

El antagonista de union al eje PD-L1 es un antagonista de unién a PD-L1. El antagonista de unién a PD-L1 inhibe la
unién de PD-L1 a uno 0 mas de sus compafieros de unién a ligando. El antagonista de uniéon a PD-L1 inhibe la union
de PD-L1 a PD-1. El antagonista de union a PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 a B7-1. El antagonista de unién a PD-L1
inhibe la unién de PD-L1 tanto a PD-1 como a B7-1. El antagonista de unién a PD-L1 es el anticuerpo MPDL3280A
(atezolizumab). El anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de HVR-H1 de SEQ ID
NO:19, la secuencia de HVR-H2 de SEQ ID NO:20 y la secuencia de HVR-H3 de SEQ ID NO:21; y una cadena ligera
que comprende la secuencia de HVR-L1 de SEQ ID NO:22, la secuencia de HVR-L2 de SEQ ID NO:23 y la secuencia
de HVR-L3 de SEQ ID NO:24. El anticuerpo comprende una regidn variable de la cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26 y una regidn variable de la cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:4.

En algunos casos, el procedimiento incluye ademas administrar al paciente una cantidad eficaz de un segundo agente
terapéutico. En algunos casos, el segundo agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste en un agente
citotdxico, un agente inhibidor del crecimiento, un agente radioterapico, un agente antiangiogénico y combinaciones
de los mismos.

En cualquiera de los casos precedentes, el carcinoma de pulmén no microcitico puede ser un carcinoma de pulmén
no microcitico localmente avanzado o metastasico. En cualquiera de los casos precedentes, el carcinoma de pulmén
no microcitico puede ser CPNM escamoso o CPNM no escamoso.

La presencia y/o niveles de expresidon/cantidad de un biomarcador (por ejemplo, PD-L1) se pueden determinar
cualitativa y/o cuantitativamente en base a cualquier criterio adecuado conocido en la técnica, incluyendo, pero sin
limitarse a, ADN, ARNm, ADNc, proteinas, fragmentos de proteinas y/o niUmero de copias génicas.

En cualquiera de los procedimientos precedentes, la muestra obtenida del paciente se selecciona del grupo que
consiste en tejido, sangre completa, plasma, suero y combinaciones de los mismos. En algunas divulgaciones, la
muestra es una muestra tisular. En algunas divulgaciones, la muestra tisular es una muestra de tumor. En algunas
divulgaciones, la muestra de tumor comprende células tumorales, células inmunitarias infiltrantes de tumor, células
estromales o cualquier combinacion de las mismas. En cualquiera de las divulgaciones precedentes, la muestra de
tumor puede ser una muestra de tumor fijada con formol e incluida en parafina (FFPE), una muestra de tumor de
archivo, una muestra de tumor en fresco 0 una muestra de tumor congelada.

La presencia y/o nivel de expresidén/cantidad de diversos biomarcadores descritos en el presente documento en una
muestra se pueden analizar por una serie de metodologias, de las que muchas son conocidas en la técnica y se
entienden por el experto en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, inmunohistoquimica (“IHQ”), analisis de
inmunoelectrotransferencia, inmunoprecipitacién, ensayos de unidon molecular, ELISA, ELIFA, separacién celular
activada por fluorescencia (“FACS”), MassARRAY, proteémica, ensayos cuantitativos basados en la sangre (por
ejemplo, ELISA en suero), ensayos bioquimicos de actividad enziméatica, asi como uno cualquiera de la amplia
variedad de ensayos que se pueden realizar por analisis de proteinas, matrices.

En cualquiera de los procedimientos precedentes, la presencia y/o nivel de expresién/cantidad del biomarcador PD-
L1 se mide determinando los niveles de expresién de proteinas del biomarcador. En determinadas divulgaciones, el
procedimiento comprende poner en contacto la muestra biolégica con anticuerpos que se unen especificamente al
biomarcador (por ejemplo, anticuerpos anti-PD-L1) descrito en el presente documento en condiciones propicias para
la unién del biomarcador, y detectar si se forma un complejo entre los anticuerpos y el biomarcador. Dicho
procedimiento puede ser un procedimiento in vitro o in vivo. En algunos casos, se usa un anticuerpo para seleccionar
sujetos idéneos para su tratamiento con un antagonista de unién al eje PD-L1, por ejemplo, un biomarcador para la
seleccion de individuos. Se puede usar cualquier procedimiento de medicion de los niveles de expresion de proteinas
conocidos en la técnica o proporcionados en el presente documento. Por ejemplo, en algunas divulgaciones, se
determina un nivel de expresion de proteinas del biomarcador PD-L1 usando un procedimiento seleccionado del grupo
que consiste en citometria de flujo (por ejemplo, separacion celular activada por fluorescencia (FACS™)),
inmunoelectrotransferencia, ensayo de inmunoadsorcion  enzimatica  (ELISA), inmunoprecipitacion,
inmunohistoquimica (IHQ), inmunofluorescencia, radioinmunoanalisis, transferencia por puntos, procedimientos de
inmunodeteccion, HPLC, resonancia de plasmon superficial, espectroscopia éptica, espectrometria de masasy HPLC.
El nivel de expresién de proteinas del biomarcador PD-L1 se determina en células inmunitarias infiltrantes de tumor.
En algunas divulgaciones, el nivel de expresién de proteinas del biomarcador (por ejemplo, PD-L1) se determina en
células tumorales. En algunas divulgaciones, el nivel de expresién de proteinas del biomarcador (por ejemplo, PD-L1)
se determina en células inmunitarias infiltrantes de tumor y en células tumorales.

En determinadas divulgaciones, la presencia y/o nivel de expresidn/cantidad de una proteina biomarcadora (por

ejemplo, PD-L1) en una muestra se examina usando IHQ y protocolos de tincién. Se ha demostrado que la tincion IHQ
de cortes tisulares es un procedimiento fiable de determinacion o deteccion de la presencia de proteinas en una
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muestra. En algunas divulgaciones de cualquiera de los procedimientos, ensayos y/o kits, el biomarcador es PD-L1.
En una divulgacion, el nivel de expresién del biomarcador se determina usando un procedimiento que comprende: (a)
realizar un analisis IHQ de una muestra (tal como una muestra de tumor obtenida de un paciente) con un anticuerpo;
y (b) determinar el nivel de expresion de un biomarcador en la muestra. En algunas divulgaciones, la intensidad de
tincion IHQ se determina en relacién con una referencia. En algunas divulgaciones, la referencia es un valor de
referencia. En algunas divulgaciones, la referencia es una muestra de referencia (por ejemplo, una muestra de tincién
de linea de células de control, una muestra tisular de un paciente no canceroso o una muestra de tumor negativo para
PD-L1).

La IHQ se puede realizar en combinacién con técnicas adicionales, tales como tincion morfoldgica y/o hibridacién in
situ (por ejemplo, FISH). Estan disponibles dos procedimientos generales de IHQ; ensayos directos e indirectos. De
acuerdo con el primer ensayo, la union del anticuerpo al antigeno diana se determina directamente. Este ensayo
directo usa un reactivo marcado, tal como una marca fluorescente o un anticuerpo primario marcado con enzima, que
se puede visualizar sin otra interaccidon de anticuerpo. En un ensayo indirecto tipico, el anticuerpo primario no
conjugado se une al antigeno y, a continuacioén, un anticuerpo secundario marcado se une al anticuerpo primario.
Cuando el anticuerpo secundario se conjuga a un marcador enzimatico, se afiade un sustrato cromoégeno o fluorégeno
para proporcionar la visualizacion del antigeno. La amplificacién de la sefial se produce porque varios anticuerpos
secundarios pueden reaccionar con diferentes epitopos en el anticuerpo primario.

El anticuerpo primario y/o secundario usado para IHQ tipicamente se marcard con un resto detectable. Estan
disponibles numerosos marcadores que se pueden agrupar, en general, en las siguientes categorias: (a) radioisétopos,
tales como 358, 14C, 25| 3H y 131|; (b) particulas de oro coloidal; (c) marcadores fluorescentes incluyendo, pero sin
limitarse a, quelatos de tierras raras (quelatos de europio), Texas Red, rodamina, fluoresceina, dansilo, lisamina,
umbeliferona, ficoeritina, ficocianina o fluoréforos disponibles comercialmente, tales como SPECTRUM ORANGE7 y
SPECTRUM GREENY7 y/o derivados de uno cualquiera o mas de los anteriores; (d) estan disponibles diversos
marcadores de enzima-sustrato y la patente de EE. UU. n.° 4.275.149 proporciona una revisién de algunos de estos.
Los ejemplos de marcadores enzimaticos incluyen luciferasas (por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa
bacteriana; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalacindionas, malato
deshidrogenasa, ureasa, peroxidasa, tal como peroxidasa de rabano picante (HRPO), fosfatasa alcalina,
B—galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa,
microperoxidasa y similares.

Los ejemplos de combinaciones enzima-sustrato incluyen, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante (HRPO) con
hidrégeno peroxidasa como sustrato; fosfatasa alcalina (AP) con para-nitrofenilfosfato como sustrato cromégeno; y
B-D-galactosidasa (p-D-Gal) con un sustrato cromoégeno (por ejemplo, p-nitrofenil-p-D-galactosidasa) o sustrato
fluorégeno (por ejemplo, 4-metilumbeliferil--D-galactosidasa). Para una revision general de estas, véanse, por
ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°s4.275.149y 4.318.980.

Las muestras se pueden preparar, por ejemplo, manualmente, o usando un instrumento de tincion automatizado (por
ejemplo, un instrumento Ventana BenchMark XT o Benchmark ULTRA; véase, por ejemplo, el ejemplo 1 a
continuacion). Las muestras preparadas asi se pueden montar y tapar con cubreobjetos. A continuacién, se determina
la evaluacién del portaobjetos, por ejemplo, usando un microscopio, y se pueden emplear criterios de intensidad de
tincidén, usados de forma rutinaria en la técnica. En una divulgacion, se debe entender que, cuando se examinan
células y/o tejido de un tumor usando IHQ, la tincién se determina o evalla, en general, en célula(s) y/o tejido
tumoral(es) (a diferencia del tejido estromal o circundante que puede estar presente en la muestra). En algunas
divulgaciones, se entiende que, cuando se examinan células y/o tejido de un tumor usando IHQ, la tincidn incluye la
determinacién o evaluacién en células inmunitarias infiltrantes de tumor, incluyendo células inmunitarias intratumorales
o peritumorales. En algunas divulgaciones, la presencia de un biomarcador (por ejemplo, PD-L1) se detecta por IHQ
en >0 % de la muestra, en al menos un 1 % de la muestra, en al menos un 5 % de la muestra, en al menos un 10 %
de la muestra, en al menos un 15 % de la muestra, en al menos un 15 % de la muestra, en al menos un 20 % de la
muestra, en al menos un 25 % de la muestra, en al menos un 30 % de la muestra, en al menos un 35 % de la muestra,
en al menos un 40 % de la muestra, en al menos un 45 % de la muestra, en al menos un 50 % de la muestra, en al
menos un 55 % de la muestra, en al menos un 60 % de la muestra, en al menos un 65 % de la muestra, en al menos
un 70 % de la muestra, en al menos un 75 % de la muestra, en al menos un 80 % de la muestra, en al menos un 85 %
de la muestra, en al menos un 90 % de la muestra, en al menos un 95 % de la muestra, o mas. Las muestras se
pueden puntuar usando cualquiera de los criterios descritos en el presente documento (véase, por ejemplo, la tabla 2
y 3), por ejemplo, por un anatomopatélogo o anélisis por imagenes automatizado.

En algunas divulgaciones de cualquiera de los procedimientos, PD-L1 se detecta por inmunohistoquimica usando un
anticuerpo de diagnéstico anti-PD-L1 (es decir, anticuerpo primario). En algunas divulgaciones, el anticuerpo de
diagndstico frente a PD-L1 se une especificamente a PD-L1 humano. En algunas divulgaciones, el anticuerpo de
diagnéstico frente a PD-L1 es un anticuerpo no humano. En algunas divulgaciones, el anticuerpo de diagnostico frente
a PD-L1 es un anticuerpo de rata, raton o conejo. En algunas divulgaciones, el anticuerpo de diagndstico frente a
PD-L1 es un anticuerpo de conejo. En algunas divulgaciones, el anticuerpo de diagndstico frente a PD-L1 es un
anticuerpo monoclonal. En algunas divulgaciones, el anticuerpo de diagnéstico frente a PD-L1 se marca directamente.
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En otras divulgaciones, el anticuerpo de diagnoéstico frente a PD-L1 se marca indirectamente.

En algunas divulgaciones de cualquiera de los procedimientos precedentes, el nivel de expresién de PD-L1 se detecta
en células tumorales, células inmunitarias infiltrantes de tumor o combinaciones de las mismas usando IHQ. Las
células inmunitarias infiltrantes de tumor incluyen, pero no se limitan a, células inmunitarias intratumorales, células
inmunitarias peritumorales, o cualquier combinacién de las mismas, y otras células del estroma tumoral (por ejemplo,
fibroblastos). Dichas células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden ser linfocitos T (tales como linfocitos T CD8+ y/o
linfocitos T CD4+), linfocitos B u otras células de linaje de médula 6sea, incluyendo granulocitos (neutrofilos,
eosindfilos, basdéfilos), monocitos, macrofagos, células dendriticas (por ejemplo, células dendriticas interdigitantes),
histiocitos y linfocitos citoliticos naturales. En algunas divulgaciones, la tincion para PD-L1 se detecta como tincidon de
membrana, tincion citoplasmica y combinaciones de las mismas. En otras divulgaciones, la ausencia de PD-L1 se
detecta como ausente o sin tincién en la muestra.

En determinadas divulgaciones, la presencia y/o niveles de expresién/cantidad de un biomarcador en una primera
muestra estan incrementados o elevados en comparacion con la presenciafausencia y/o niveles de expresién/cantidad
en una segunda muestra. En determinadas divulgaciones, la presencia/ausencia y/o niveles de expresion/cantidad de
un biomarcador en una primera muestra estan disminuidos o reducidos en comparacidn con la presencia y/o niveles
de expresidén/cantidad en una segunda muestra. En determinadas divulgaciones, la segunda muestra es una muestra
de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de control, célula de control o tejido de control. Las
divulgaciones adicionales para determinar la presencia/ausencia y/o niveles de expresién/cantidad de un gen se
describen en el presente documento.

En determinadas divulgaciones, una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de
control, célula de control o tejido de control es una Unica muestra o multiples muestras combinadas del mismo sujeto
o individuo que se obtienen en uno o mas puntos de tiempo diferentes que cuando se obtiene la muestra de prueba.
Por ejemplo, una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de control, célula de control
o tejido de control se obtiene en un punto de tiempo mas temprano del mismo sujeto o individuo que cuando se obtiene
la muestra de prueba. Dicha muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de control, célula
de control o tejido de control puede ser Util si la muestra de referencia se obtiene durante el diagnéstico inicial de
cancery la muestra de prueba se obtiene mas tarde cuando el cancer se vuelve metastasico.

En determinadas divulgaciones, una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de
control, célula de control o tejido de control son multiples muestras combinadas de uno o mas individuos sanos que
no son el paciente. En determinadas divulgaciones, una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de
referencia, muestra de control, célula de control o tejido de control son multiples muestras combinadas de uno o0 mas
individuos con una enfermedad o trastorno (por ejemplo, cancer) que no son el sujeto o individuo. En determinadas
divulgaciones, una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de control, célula de
control o tejido de control son muestras de ARN agrupadas de tejidos normales o muestras de plasma o suero
agrupadas de uno o mas individuos que no son el paciente. En determinadas divulgaciones, una muestra de referencia,
célula de referencia, tejido de referencia, muestra de control, célula de control o tejido de control son muestras de ARN
agrupadas de tejidos tumorales o muestras de plasma o suero agrupadas de uno o mas individuos con una enfermedad
o trastorno (por ejemplo, cancer) que no son el paciente.

En algunas divulgaciones de cualquiera de los procedimientos, expresion elevada o incrementada se refiere a un
incremento global de aproximadamente cualquiera de un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mayor del nivel de biomarcador (por ejemplo, proteina o acido nucleico (por ejemplo,
gen o ARNm)), detectado por procedimientos conocidos en la técnica estandar, tales como los descritos en el presente
documento, en comparacion con una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de
control, célula de control o tejido de control. En determinadas divulgaciones, la expresion elevada se refiere al
incremento del nivel de expresidn/cantidad de un biomarcador en la muestra en el que el incremento es al menos
aproximadamente cualquiera de 1,5X, 1,75X, 2X, 3X, 4X, 5X, 6X, 7X, 8X, 9X, 10X, 25X, 50X, 75X o 100X el nivel de
expresion/cantidad del biomarcador respectivo en una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia,
muestra de control, célula de control o tejido de control. En algunas divulgaciones, la expresion elevada se refiere a
un incremento global mayor de aproximadamente 1,5 veces, aproximadamente 1,75 veces, aproximadamente 2 veces,
aproximadamente 2,25 veces, aproximadamente 2,5 veces, aproximadamente 2,75 veces, aproximadamente
3,0 veces o aproximadamente 3,25 veces en comparacion con una muestra de referencia, célula de referencia, tejido
de referencia, muestra de control, célula de control, tejido de control o control interno (por ejemplo, gen constitutivo).

En algunas divulgaciones de cualquiera de los procedimientos, expresion reducida se refiere a una reduccion global
de aproximadamente cualquiera de un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o mayor del nivel de biomarcador (por ejemplo, proteina o acido nucleico (por ejemplo, gen o ARNm)),
detectado por procedimientos conocidos en la técnica estandar, tales como los descritos en el presente documento,
en comparacion con una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de control, célula
de control o tejido de control. En determinadas divulgaciones, la expresién reducida se refiere a la disminucion del
nivel de expresién/cantidad de un biomarcador en la muestra en la que la disminucién es al menos aproximadamente
cualquiera de 0,9X, 0,8X, 0,7X, 0,6X, 0,5X, 0,4X, 0,3X, 0,2X, 0,1X, 0,05X o0 0,01X el nivel de expresion/cantidad del
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biomarcador respectivo en una muestra de referencia, célula de referencia, tejido de referencia, muestra de control,
célula de control o tejido de control.

B. Procedimientos terapéuticos

La presente divulgacién proporciona procedimientos para tratar a un paciente que padece un cancer (por ejemplo, un
carcinoma de pulmén no microcitico). En algunos casos, los procedimientos de la divulgacion incluyen administrar al
paciente un tratamiento antineoplasico que incluye un antagonista de unién al eje PD-L1, en el que el antagonista de
unién al eje PD-L1 es un anticuerpo, en el que el anticuerpo es atezolizumab. En algunos casos, los procedimientos
implican determinar la presencia y/o nivel de expresién de un biomarcador descrito en el presente documento en una
muestra obtenida de un paciente y administrar un tratamiento antineoplasico al paciente en base a la presencia y/o
nivel de expresién del biomarcador en la muestra, por ejemplo, usando cualquiera de los procedimientos descritos en
el presente documento (por ejemplo, los descritos en la seccién A, “Procedimientos de diagnéstico” o en los ejemplos
a continuacién) o conocidos en la técnica. El biomarcador es PD-L1.

La divulgacion proporciona un procedimiento de tratamiento de un paciente que padece un carcinoma de pulmén no
microcitico, comprendiendo el procedimiento administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
antagonista de unién al eje PD-L1, en el que el antagonista de union al eje PD-L1 es un anticuerpo, en el que el
anticuerpo es atezolizumab, en el que se ha determinado que una muestra de tumor obtenida del paciente tiene un
nivel de expresion de proteinas detectable de PD-L1 en un 50 % o mas, aproximadamente un 55 % o mas,
aproximadamente un 60 % o mas, aproximadamente un 65 % o0 mas, aproximadamente un 70 % o0 mas,
aproximadamente un 80 % o mas, aproximadamente un 85 % o0 mas, aproximadamente un 90 % o mas,
aproximadamente un 95 % o mas, o aproximadamente un 99 % o mas) de las células tumorales en la muestra de
tumor.

Por ejemplo, en algunas divulgaciones, se ha determinado que la muestra de tumor obtenida del paciente tiene un
nivel de expresion de proteinas detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de las células tumorales en la muestra de
tumor. En algunas divulgaciones, la muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresion detectable de
PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor que comprenden menos de un 10 % (por ejemplo, menos de un
10 %, menos de un 9 %, menos de un 8 %, menos de un 7 %, menos de un 6 %, menos de un 5 %, menos de un 4 %,
menos de un 3 %, menos de un 2% o menos de un 1 %) de la muestra de tumor. Por ejemplo, en algunas
divulgaciones, la muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresién detectable de PD-L1 en células
inmunitarias infiltrantes de tumor que cubren menos de un 10 % del area tumoral (por ejemplo, menos de un 10 % del
area tumoral, menos de un 9 % del area tumoral, menos de un 8 % del area tumoral, menos de un 7 % del area
tumoral, menos de un 6 % del area tumoral, menos de un 5 % del area tumoral, menos de un 4 % del area tumoral,
menos de un 3 % del area tumoral, menos de un 2 % del area tumoral 0 menos de un 1 % del area tumoral) en un
corte de la muestra de tumor obtenida del paciente, por ejemplo, como se determina por inmunohistoquimica usando
un anticuerpo anti-PD-L1. En algunas divulgaciones, la muestra de tumor obtenida del paciente no tiene un nivel de
expresion detectable de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor.

La divulgacion también proporciona un procedimiento de tratamiento de un paciente que padece un carcinoma de
pulmén no microcitico, comprendiendo el procedimiento administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz
de un antagonista de union al eje PD-L1, en el que se ha determinado que una muestra de tumor obtenida del paciente
tiene un nivel de expresién detectable de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor que comprenden un 1 %
0 mas (por ejemplo, aproximadamente un 1 % o mas, aproximadamente un 2 % o mas, aproximadamente un 3 % o
mas, aproximadamente un 4 % o mas, aproximadamente un 5% o0 mas, aproximadamente un 6 % 0 mas,

aproximadamente un 7% o mas, aproximadamente un 8% o0 mas, aproximadamente un 10% o mas,
aproximadamente un 11 % o mas, aproximadamente un 12 % o mas, aproximadamente un 13 % 0 mas,
aproximadamente un 14 % o mas, aproximadamente un 15 % o0 mas, aproximadamente un 20 % o mas,
aproximadamente un 25 % o mas, aproximadamente un 30 % o mas, aproximadamente un 35 % 0 mas,

aproximadamente un 40 % o mas, aproximadamente un 50 % o mas, aproximadamente un 45% o mas, o
aproximadamente un 50 % o mas) de la muestra de tumor, y un nivel de expresion detectable de PD-L1 en menos de
un 50 % (por ejemplo, menos de un 50 %, menos de un 45 %, menos de un 40 %, menos de un 35 %, menos de un
30 %, menos de un 25 %, menos de un 20 %, menos de un 15 %, menos de un 10 % o menos de un 5 %) de las
células tumorales en la muestra de tumor.

En cualquiera de los procedimientos precedentes, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir
aproximadamente un 1 % o mas (por ejemplo, aproximadamente un 1 % o mas, aproximadamente un 2 % o mas,
aproximadamente un 3 % o mas, aproximadamente un 4 % o mas, aproximadamente un 5 % o mas, aproximadamente
un 6 % o mas, aproximadamente un 7 % o mas, aproximadamente un 8 % o mas, aproximadamente un 10 % o mas,
aproximadamente un 11 % o mas, aproximadamente un 12 % o mas, aproximadamente un 13 % 0 mas,
aproximadamente un 14 % o mas, aproximadamente un 15 % o0 mas, aproximadamente un 20 % o mas,
aproximadamente un 25 % o mas, aproximadamente un 30 % o mas, aproximadamente un 35 % 0 mas,
aproximadamente un 40 % o mas, aproximadamente un 50 % o mas, aproximadamente un 45% o mas, o
aproximadamente un 50 % o mas) del area tumoral en un corte de la muestra tumoral obtenida del paciente. Por
ejemplo, en algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 1 % o
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mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de
tumor pueden cubrir aproximadamente un 5 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En otros
casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 10 % o mas del area tumoral
en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir
aproximadamente un 15 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. Aln en otros casos, las células
inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 20 % o mas del area tumoral en un corte de la
muestra de tumor. En otros casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un
25 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes
de tumor pueden cubrir aproximadamente un 30 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En
algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 35 % o mas del area
tumoral en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden
cubrir aproximadamente un 40 % o mas del area tumoral en un corte de la muestra de tumor. En algunos casos, las
células inmunitarias infiltrantes de tumor pueden cubrir aproximadamente un 50 % o mas del area tumoral en un corte
de la muestra de tumor.

El antagonista de unién al eje PD-L1 es un antagonista de union a PD-L1. En algunos casos, el antagonista de unién
a PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 a uno o mas de sus compafieros de unién a ligando. En otros casos, el antagonista
de unién a PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 a PD-1. Aun en otros casos, el antagonista de unién a PD-L1 inhibe la
unién de PD-L1 a B7-1. En algunos casos, el antagonista de uniéon a PD-L1 inhibe la unién de PD-L1 tanto a PD-1
como a B7-1. El antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo. El anticuerpo es MPDL3280A (atezolizumab). El
anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de HVR-H1 de SEQ ID NO:19, la secuencia
de HVR-H2 de SEQ ID NO:20 y la secuencia de HVR-H3 de SEQ ID NO:21; y una cadena ligera que comprende la
secuencia de HVR-L1 de SEQ ID NO:22, la secuencia de HVR-L2 de SEQ ID NO:23 y la secuencia de HVR-L3 de
SEQ ID NO:24. El anticuerpo comprende una regidn variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO:26 y una regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:4.

En algunos casos, el tratamiento incluye ademas administrar al paciente una cantidad eficaz de un segundo agente
terapéutico. En algunos casos, el segundo agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste en un agente
citotoxico, un agente inhibidor del crecimiento, un agente radioterapico, un agente antiangiogénico y combinaciones
de los mismos.

En cualquiera de los casos precedentes, el carcinoma de pulmén no microcitico puede ser un carcinoma de pulmén
no microcitico localmente avanzado o metastasico. En cualquiera de los casos precedentes, el carcinoma de pulmén
no microcitico puede ser CPNM escamoso o CPNM no escamoso.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona el uso de un antagonista de union al eje PD-L1 en la fabricacién o
preparacién de un medicamento. En una divulgacion, el medicamento es para el tratamiento de un cancer. En otra
divulgacion, el medicamento es para su uso en un procedimiento de tratamiento de un cancer que comprende
administrar a un paciente que padece un cancer (por ejemplo, CPNM) una cantidad eficaz del medicamento. En una
divulgacion de este tipo, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad eficaz de al menos
un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion.

Las composiciones utilizadas en los procedimientos descritos en el presente documento (por ejemplo, antagonistas
de union al eje PD-L1) se pueden administrar por cualquier procedimiento adecuado, incluyendo, por ejemplo, por via
intravenosa, intramuscular, subcutdnea, intradérmica, percutanea, intrarterial, intraperitoneal, intralesional,
intracraneal, intrarticular, intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intratecal, intranasal, intravaginal, intrarrectal,
tdpica, intratumoral, peritoneal, subconjuntival, intravesicular, mucosa, intrapericardica, intraumbilical, intraocular,
intraorbital, oral, tépica, transdérmica, intravitrea (por ejemplo, por inyeccién intravitrea), por colirio, por inhalacion, por
inyeccion, por implantacién, por infusién, por infusion continua, por perfusién localizada que bafia directamente las
células diana, por catéter, por lavado, en cremas 0 en composiciones lipidicas. Las composiciones utilizadas en los
procedimientos descritos en el presente documento también se pueden administrar sistémica o localmente. El
procedimiento de administracién puede variar dependiendo de diversos factores (por ejemplo, el compuesto o
composicién que se administra y la gravedad de la afeccién, enfermedad o trastorno que se trata). En algunas
divulgaciones, el antagonista de union al eje PD-L1 se administra por via intravenosa, intramuscular, subcutanea,
tdpica, oral, transdérmica, intraperitoneal, intraorbital, por implantacién, por inhalacién, por via intratecal,
intraventricular o intranasal. La dosificacion puede ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, por inyecciones, tales
como inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo, en parte, de si la administracién es breve o prolongada.
En el presente documento se contemplan diversos programas de dosificacién que incluyen, pero sin limitarse a,
administraciones Unicas o multiples durante diversos puntos de tiempo, administracion por inyeccidon intravenosa
rapida e infusién pulsada.

Los antagonistas de unién al eje PD-L1 (por ejemplo, un anticuerpo, polipéptido de unidn y/o molécula pequefia)
descritos en el presente documento (cualquier agente terapéutico adicional) se pueden formular, dosificar y administrar
de una forma consecuente con la buena practica médica. Los factores que se deben tener en consideracion en este
contexto incluyen el trastorno particular que se trata, el mamifero particular que se trata, la afeccién clinica del paciente
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individual, la causa del trastorno, el sitio de administracién del agente, el procedimiento de administracion, el programa
de administracion y otros factores conocidos por los médicos de cabecera. El antagonista de union al eje PD-L1 no lo
necesita, pero opcionalmente se formula con y/o se administra de forma simultanea con uno 0 mas agentes usados
actualmente para evitar o tratar el trastorno en cuestién. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la
cantidad del antagonista de unién al eje PD-L1 presente en la formulacién, el tipo de trastorno o tratamiento y otros
factores analizados anteriormente. Estos se usan, en general, en las mismas dosificaciones y por las vias de
administracién como se describe en el presente documento, o aproximadamente de un 1 a un 99 % de las
dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier dosificacion y por cualquier via que se determine
empiricamente/clinicamente que sea apropiada.

Para la prevencion o tratamiento de un cancer (por ejemplo, un carcinoma de pulmén no microcitico), la dosificacion
apropiada de un antagonista de unién al eje PD-L1 descrito en el presente documento (cuando se usa solo o en
combinacién con uno o mas de otros agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que se vaya
atratar, la gravedad y evolucién de la enfermedad, si el antagonista de unién al eje PD-L1 se administra con propésitos
preventivos o terapéuticos, tratamiento previo, la anamnesis del paciente y respuesta al antagonista de unién al eje
PD-L1, y el criterio del médico especialista. El antagonista de unidon al eje PD-L1 se administra adecuadamente al
paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Una dosificacién diaria tipica podria variar de
aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para
administraciones repetidas durante varios dias 0 mas, dependiendo de la afeccidn, en general, se mantendria el
tratamiento hasta que se produjera una supresién deseada de los sintomas de la enfermedad. Dichas dosis se pueden
administrar intermitentemente, por ejemplo, cada semana o cada tres semanas (por ejemplo, de modo que el paciente
reciba, por ejemplo, de aproximadamente dos a aproximadamente veinte o, por ejemplo, aproximadamente seis dosis
del antagonista de union al eje PD-L1). Se puede administrar una mayor dosis de carga inicial, seguido de una o mas
dosis menores. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas posoldgicas. El curso de este tratamiento se supervisa
facilmente por técnicas y ensayos convencionales.

Por ejemplo, como proposicién general, la cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo antagonista de unién al
eje PD-L1 administrada al ser humano estara en el intervalo de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 50 mg/kg
de peso corporal del paciente, ya sea en una 0 mas administraciones. En algunas divulgaciones, el anticuerpo usado
se administra de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 45 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 40 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 35 mg/kg, de aproximadamente
0,01 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, de
aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente
15 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 5 mg/kg o de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 1 mg/kg diariamente,
semanalmente, cada dos semanas, cada tres semanas 0 mensualmente, por ejemplo. En algunas divulgaciones, el
anticuerpo se administra a 15 mg/kg. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas posolégicas. En una divulgacion,
un anticuerpo anti-PD-L1 descrito en el presente documento se administra a un ser humano a una dosis de
aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 300 mg, aproximadamente 400 mg
aproximadamente 500 mg, aproximadamente 600 mg, aproximadamente 700 mg, aproximadamente 800 mg,
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 1000 mg, aproximadamente 1100 mg, aproximadamente 1200 mg,
aproximadamente 1300 mg, aproximadamente 1400 mg, aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1800 mg,
aproximadamente 1700 mg o aproximadamente 1800 mg el dia 1 de ciclos de 21 dias (cada tres semanas, ¢3s). En
algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A se administra a 1200 mg por via intravenosa cada tres
semanas (c3s). La dosis se puede administrar como una dosis Unica 0 como dosis multiples (por ejemplo, 2 0 3 dosis),
tal como infusiones. La dosis del anticuerpo administrado en un tratamiento de combinacion se puede reducir en
comparacion con la de un tratamiento Unico. El curso de este tratamiento se supervisa facilmente por técnicas
convencionales.

En algunas divulgaciones, los procedimientos implican ademas administrar al paciente una cantidad eficaz de un
segundo agente terapéutico. En algunas divulgaciones, el segundo agente terapéutico se selecciona del grupo que
consiste en un agente citotdxico, un agente quimioterapico, un agente inhibidor del crecimiento, un agente
radioterapico, un agente antiangiogénico y combinaciones de los mismos. En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con una quimioterapia o agente quimioterapico. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un agente de radioterapia. En
algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un tratamiento dirigido o
agente terapéutico dirigido. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto
con una inmunoterapia o un agente inmunoterapico, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal. En algunas divulgaciones,
el segundo agente terapéutico es un agonista dirigido frente a una molécula coestimuladora activadora. En algunas
divulgaciones, el segundo agente terapéutico es un antagonista dirigido frente a una molécula coestimuladora
inhibidora.

Dichas politerapias sefialadas anteriormente engloban la administracién combinada (donde se incluyen dos 0 mas
agentes terapéuticos en la misma formulacién o en formulaciones separadas) y administracién separada, caso en el
que la administracion de un antagonista de union al eje PD-L1 se puede producir antes, simultaneamente y/o después
de la administracidén del agente o agentes terapéutico(s) adicional(es). En una divulgacién, la administracién de un
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antagonista de unién al eje PD-L1 y la administracion de un agente terapéutico adicional se produce dentro de
aproximadamente un mes, o dentro de aproximadamente una, dos o tres semanas, o dentro de aproximadamente
uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis dias, entre si.

Sin desear quedar ligado a la teoria, se piensa que la potenciacidn de la estimulacion de los linfocitos T, promoviendo
una molécula coestimuladora activadora o inhibiendo una molécula coestimuladora negativa, puede promover la
muerte de las células tumorales, tratando o retrasando, de este modo, la progresion del cancer. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un agonista dirigido frente a una
molécula coestimuladora activadora. En algunas divulgaciones, una molécula coestimuladora activadora puede incluir
CDA40, CD226, CD28, OX40, GITR, CD137, CD27, HVEM o CD127. En algunas divulgaciones, el agonista dirigido
frente a una molécula coestimuladora activadora es un anticuerpo agonista que se une a CD40, CD226, CD28, OX40,
GITR, CD137, CD27, HVEM o CD127. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje
PD-L1 junto con un antagonista dirigido frente a una molécula coestimuladora inhibidora. En algunas divulgaciones,
una molécula coestimuladora inhibidora puede incluir CTLA-4 (también conocido como CD152), TIM-3, BTLA, VISTA,
LAG-3, B7-H3, B7-H4, IDO, TIGIT, MICA/B o arginasa. En algunas divulgaciones, el antagonista dirigido frente a una
molécula coestimuladora inhibidora es un anticuerpo antagonista que se une a CTLA-4, TIM-3, BTLA, VISTA, LAG-3,
B7-H3, B7-H4, IDO, TIGIT, MICA/B o arginasa.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con un antagonista dirigido
frente a CTLA-4 (también conocido como CD152), por ejemplo, un anticuerpo blogueante. En algunas divulgaciones,
se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con ipilimumab (también conocido como MDX-010,
MDX-101 o YERVOY®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto
con tremelimumab (también conocido como ticilimumab o CP-675.206). En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un antagonista dirigido frente a B7-H3 (también conocido
como CD276), por ejemplo, un anticuerpo bloqueante. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista
de unién al eje PD-L1 junto con MGA271. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al
eje PD-L1 junto con un antagonista dirigido frente a un TGF-beta, por ejemplo, metelimumab (también conocido como
CAT-192), fresolimumab (también conocido como GC1008) o LY2157299.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un tratamiento que
comprende la transferencia adoptiva de un linfocito T (por ejemplo, un linfocito T citotéxico o CTL) que expresa un
receptor de antigeno quimérico (CAR). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje
PD-L1 junto con un tratamiento que comprende la transferencia adoptiva de un linfocito T que comprende un receptor
de TGF beta negativo dominante, por ejemplo, un receptor de tipo Il de TGF beta negativo dominante. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con un tratamiento que comprenda un
protocolo HERCREEM (véase, por ejemplo, ClinicalTrials.gov, identificador NCT00889954).

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

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con un conjugado
anticuerpo-farmaco. En algunas divulgaciones, el conjugado anticuerpo-farmaco comprende mertansina o0 monometil
auristatina E (MMAE). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con
un conjugado anticuerpo anti-NaPi2b-MMAE (también conocido como DNIBO600A o RG7599). En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con trastuzumab emtansina (también
conocido como T-DM1, ado-trastuzumab emtansina o KADCYLA®, Genentech). En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con DMUC5754A. En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un conjugado anticuerpo-farmaco que selecciona como
diana el receptor de endotelina B (EDNBR), por ejemplo, un anticuerpo dirigido frente a EDNBR conjugado con MMAE.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un agente
antiangiogénesis. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un
anticuerpo dirigido frente a un VEGF, por ejemplo, VEGF-A. En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de unién al eje PD-L1 junto con bevacizumab (también conocido como AVASTIN®, Genentech). En
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algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un anticuerpo dirigido
frente a angiopoyetina 2 (también conocida como Ang2). En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de unién al eje PD-L1 junto con MEDI3617.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un agente
antineoplasico. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un
agente que selecciona como diana CSF-1R (también conocido como M-CSFR o CD115). En algunas divulgaciones,
se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con anti-CSF-1R (también conocido como IMC-CS4).
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un interferén, por
ejemplo, interferon alfa o interferén gamma. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union
al eje PD-L1 junto con Roferon-A (también conocido como interferén alfa-2a recombinante). En algunas divulgaciones,
se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con GM-CSF (también conocido como factor
estimulante de colonias de macrofagos y granulocitos humano recombinante, rhu GM-CSF, sargramostim o
LEUKINE®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con IL-2
(también conocida como aldesleucina o PROLEUKIN®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de unién al eje PD-L1 junto con IL-12. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de
unién al eje PD-L1 junto con un anticuerpo que selecciona como diana CD20. En algunas divulgaciones, el anticuerpo
que selecciona como diana CD20 es obinutuzumab (también conocido como GA101 o GAZYVA®) o rituximab. En
algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un anticuerpo que
selecciona como diana GITR. En algunas divulgaciones, el anticuerpo que selecciona como diana GITR es TRX518.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con una vacuna contra el
cancer. En algunas divulgaciones, lavacuna contra el cancer es una vacuna contra el cancer peptidica que, en algunas
divulgaciones, es una vacuna peptidica personalizada. En algunas divulgaciones, la vacuna contra el cancer peptidica
es un péptido largo multivalente, un péptido mdaltiple, un combinado de péptidos, un péptido hibrido o una vacuna de
células dendriticas pulsadas con péptidos (véase, por ejemplo, Yamada et al., Cancer Sci. 104:14-21, 2013). En
algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un adyuvante. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con un tratamiento que comprende un
agonista de TLR, por ejemplo, poli-ICLC (también conocido como HILTONOL®), LPS, MPL u ODN CpG. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con factor de necrosis tumoral (TNF)
alfa. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con IL-1. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con HMGB1. En algunas divulgaciones,
se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un antagonista de IL-10. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un antagonista de IL-4. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con un antagonista de IL-13. En
algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un antagonista de HVEM.
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un agonista de ICOS,
por ejemplo, por administracién de ICOS-L, o un anticuerpo agonista dirigido frente a ICOS. En algunas divulgaciones,
se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un tratamiento que selecciona como diana
CX3CL1. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unidén al eje PD-L1 junto con un
tratamiento que selecciona como diana CXCL9. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de
unién al eje PD-L1 junto con un tratamiento que selecciona como diana CXCL10. En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un tratamiento que selecciona como diana CCL5. En
algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un agonista de LFA-1 0
ICAM1. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un agonista
de selectina.

En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un tratamiento dirigido.
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un inhibidor de B-Raf.
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con vemurafenib (también
conocido como ZELBORAF®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1
junto con dabrafenib (también conocido como TAFINLAR®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de unién al eje PD-L1 junto con erlotinib (también conocido como TARCEVA®). En algunas divulgaciones,
se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con un inhibidor de MEK, tal como MEK1 (también
conocido como MAP2K1) o MEK2 (también conocido como MAP2K2). En algunas divulgaciones, se puede administrar
un antagonista de union al eje PD-L1 junto con cobimetinib (también conocido como GDC-0973 o XL-518). En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con trametinib (también conocido como
MEKINIST®). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con un
inhibidor de K-Ras. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con
un inhibidor de c-Met. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con
onartuzumab (también conocido como MetMADb). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de
unién al eje PD-L1 junto con un inhibidor de Alk. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de
unién al eje PD-L1 junto con AF802 (también conocido como CH5424802 o alectinib). En algunas divulgaciones, se
puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con un inhibidor de una fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K).
En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con BKM120. En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1 junto con idelalisib (también conocido como
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GS-1101 0 CAL-101). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con
perifosina (también conocida como KRX-0401). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de
unién al eje PD-L1 junto con un inhibidor de una Akt. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista
de unién al eje PD-L1 junto con MK2206. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al
eje PD-L1 junto con GSK690693. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje
PD-L1 junto con GDC-0941. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de uniéon al eje PD-L1
junto con un inhibidor de mTOR. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de union al eje PD-L1
junto con sirdlimus (también conocido como rapamicina). En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de unién al eje PD-L1 junto con temsirélimus (también conocido como CCI-779 o Torisel®). En algunas
divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con everélimus (también conocido
como RADOQOO1). En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unidén al eje PD-L1 junto con
ridaforélimus (también conocido como AP-23573, MK-8669 o defordlimus). En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con OSI-027. En algunas divulgaciones, se puede administrar
un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con AZD8055. En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de unién al eje PD-L1 junto con INK128. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista
de unidén al eje PD-L1 junto con un inhibidor doble para PI3K/mTOR. En algunas divulgaciones, se puede administrar
un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con XL765. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista
de unién al eje PD-L1 junto con GDC-0980. En algunas divulgaciones, se puede administrar un antagonista de unién
al eje PD-L1 junto con BEZ235 (también conocido como NVP-BEZ235). En algunas divulgaciones, se puede
administrar un antagonista de unién al eje PD-L1 junto con BGT226. En algunas divulgaciones, se puede administrar
un antagonista de union al eje PD-L1 junto con GSK2126458. En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de unién al eje PD-L1 junto con PF-04691502. En algunas divulgaciones, se puede administrar un
antagonista de union al eje PD-L1 junto con PF-05212384 (también conocido como PKI-587).

C. Antagonistas de unién al eje PD-L1 para su uso en los procedimientos de la invencién

En el presente documento se proporcionan procedimientos para tratar o retrasar la progresién de un céancer (por
ejemplo, un carcinoma de pulmon no microcitico) en un paciente que comprenden administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antagonista de unién al eje PD-L1. En el presente documento se proporcionan
procedimientos para determinar si es probable que un paciente que padece un cancer (por ejemplo, un carcinoma de
pulmoén no microcitico) responda al tratamiento que comprende un antagonista de union al eje PD-L1. En el presente
documento se proporcionan procedimientos para predecir la reactividad de un paciente que padece un cancer (por
ejemplo, un carcinoma de pulmoén no microcitico) al tratamiento que comprende un antagonista de union al eje PD-L1.
En el presente documento se proporcionan procedimientos para seleccionar un tratamiento para un paciente que
padece un cancer (por ejemplo, un carcinoma de pulmdn no microcitico). Cualquiera de los procedimientos
precedentes se puede basar en el nivel de expresién de un biomarcador proporcionado en el presente documento,
por ejemplo, la expresién de PD-L1 en una muestra de tumor, por ejemplo, en células inmunitarias infiltrantes de tumor
y/o en células tumorales.

El antagonista de unién al eje PD-L1 es atezolizumab. PD-1 (muerte programada 1) también se denomina enla técnica
“muerte celular programada 1”7, “PDCD1”, “CD279” y “SLEBZ2”. Un PD-1 humano ejemplar se muestra en el n.° de
acceso a UniProtKB/Swiss-Prot Q15116. PD-L1 (ligando 1 de muerte programada) también se denomina en la técnica
“ligando 1 de muerte celular programada 1”7, “PDCD1LG1”, “CD274”, “B7-H” y “PDL1”. Un PD-L1 humano ejemplar se
muestra en el n.° de acceso a UniProtKB/Swiss-Prot QONZQ7.1. PD-L2 (ligando 2 de muerte programada) también se
denomina en la técnica “ligando 2 de muerte celular programada 1”, “PDCD1LG2”, “CD273”, “B7-DC”, “Btdc” y “PDL2”".
Un PD-L2 humano ejemplar se muestra en el n.° de acceso a UniProtKB/Swiss-Prot Q9BQ51. En algunas
divulgaciones, PD-1, PD-L1y PD-L2 son PD-1, PD-L1 y PD-L2 humanos.

El anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A (atezolizumab). Los ejemplos de anticuerpos anti-PD-L1 y procedimientos para
preparar los mismos se describen en la solicitud de patente PCT WO 2010/077634, WO 2007/005874, WO
2011/066389, la pat. de EE. UU. n.° 8.217.149 y el documento US 2013/034559.

Los anticuerpos anti-PD-L1 descritos en los documentos WO 2010/077634 A1y US 8.217.149 se pueden usar en los
procedimientos descritos en el presente documento. En algunas divulgaciones, el anticuerpo anti-PD-L1 comprende
una secuencia de la regién variable de la cadena pesada de SEQ ID NO:3 y/o una secuencia de la region variable de
la cadena ligera de SEQ ID NO:4. Todavia en otra divulgacion, se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado que
comprende una secuencia de la region variable de la cadena pesada y/o una de la regién variable de la cadena ligera,
en el que:

(a) la secuencia de la cadena pesada tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un

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

DOITOSPSELSARVGORVTITCRASOUDVATAVAW Y UKPGKARPKLLIYSASFLYSGVESRFEGSGRGTD
FILTISSLOPEDFATYYCQOQYLYEPATFOOGTRVEKR (SEQ 1D NGO 4L

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

(a) la secuencia de HVR-H1 es GFTFSX1SWIH (SEQ ID NO:5);

(b) la secuencia de HVR-H2 es AWIXoPYGGSXsYYADSVKG  (SEQ ID NO:6);

(c) la secuencia de HVR-H3 es RHWRGGFDY (SEQ ID NO:7);

en las que ademas: X1es Do G; Xoces SoL; Xses T 0 S. En un aspecto especifico, X1 es D; Xoes Sy Xses T. En
otro aspecto, el polipéptido comprende ademas secuencias estructurales de la cadena pesada de regién variable
yuxtapuestas entre las HVR de acuerdo con la formula: (FR-H1)-(HVR-H1)-(FR-H2)-(HVR-H2)-(FR-H3)-(HVR-H3)-
(FR-H4). Aun en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso
humanas. En otro aspecto, las secuencias estructurales son la region estructural consenso del subgrupo Il de VH.
Todavia en otro aspecto, al menos una de las secuencias estructurales es la siguiente:

FR-H1 es EVQLVESGGGLYOPGGSLRLSCAAS (SEQID NO:8)

FR-H2 es WVRQAPGKGLEWY (SEQID NO:9)

FR-H3 es SF TISADTEHNTAYLOMNSLRAETTAVYYIRAR (SEQID NO:10)

FR-H4 es WGOQGTLVTVSA (SEQ ID NO:11).

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

(a) la secuencia de HVR-L1 es RASQX4XsXsTX7XsA (SEQ ID NO:12);
(b) la secuencia de HVR-L2 es SASXolL X108, (SEQ ID NO:13);
(c) la secuencia de HVR-L3 es QQX11X12X13X14PX15T (SEQ ID NO:14);

enlasque: XsesDoV; XsesVol; XsesSoN; X7esAoF, XsesVolL; XoesFoT, XioesYoA; X11esY,G, F, o
S; Xi2esL,Y,FoW, XizesY, N A T,G Fol XisesH,V,P,Tol; Xi1sesA W, R, PoT. Todavia en otro aspecto,
XsesD; XsesV, Xees S; XresA; Xses V, Xoes F; Xioes Y; Xq1esY; XioesL; Xizses Y, Xizes H; Xises A.

Todavia en otro aspecto, la cadena ligera comprende ademas secuencias estructurales de la cadena ligera de regidn
variable yuxtapuestas entre las HVR de acuerdo con la féormula: (FR-L1)-(HVR-L1)-(FR-L2)-(HVR-L2)-(FR-L3)-
(HVR-L3)-(FR-L4). Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de secuencias estructurales

consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales son la regién estructural consenso de
kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, al menos una de las secuencias estructurales es la siguiente:

FR-L1 es DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQID NO:135)
FR-L2 es WYQUKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO:16)

FR-L3 es QVPSRFSGSGSGTRFTLTISSLAPEDFATYYC (SEQIDNO:17)

FR-L4 es FGOQGTKVEIKR (SEQ ID NO:18).
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En otra divulgacion, se proporciona un anticuerpo anti-PD-L1 aislado o fragmento de unién a antigeno que comprende
una secuencia de la region variable de la cadena pesada y una de la cadena ligera, en el que:

(a) la cadena pesada comprende una HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en la que ademas:
(i) la secuencia de HVR-H1 es GFTFSX1SWIH,; (SEQ ID NO:5)
(i) la secuencia de HVR-H2 es AWIX2PYGGSX3sYYADSVKG  (SEQ ID NO:6)
(iii) la secuencia de HVR-H3 es RHWPGGFDY, y (SEQ ID NO:7)

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

(i) la secuencia de HVR-L1 es RASQXaXs5XsTX7XsA (SEQ ID NO:12)
(i) la secuencia de HVR-L2 es SASXoLX10S; ¥ (SEQ ID NO:13)
(iii) la secuencia de HVR-L3 es QQX11X12X13X14PX1sT,; (SEQ ID NO:14)

enlasque: X1esDoG; XoesSolL; XzsesToS; XsesDoV; XsesVol; XeesSoN; XresAoF; XsesVolL; Xoes
FoT, XioesYOA X11esY,G, FoS XioesL,Y,FoW, XizesY,NJA T, G Fol, XisesH,V, P, Tol; XisesA,
W, R, P oT. En un aspecto especifico, X1 es D; Xoes Sy Xz es T. En otro especifico, Xs es D; Xs es V; Xe €s S; X7 es
A XsesV;, XoesF; Xioes Y; XimesY; XizesL; Xizes Y; Xiaes H; Xi5es A. Aln en otro aspecto, X1 esD; Xoes Sy
Xzes T, XsesD; XsesV; Xees S; XresA; Xses V; Xoes F;, Xioes Y, Xi1es Y, XizesL; Xizes Y, Xises Hy Xises
A

En otro aspecto, la regidon variable de la cadena pesada comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas
entre las HVR como: (FR-H1)-(HVR-H1)-(FR-H2)-(HVR-H2)-(FR-H3)-(HVR-H3)-(FR-H4), y la regién variable de la
cadena ligera comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (FR-L1)-(HVR-L1)-
(FR-L2)-(HVR-L2)-(FR-L3)-(HVR-L3)-(FR-L4). Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de
secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena
pesada se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o Ill de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural
de la cadena pesada es una regidn estructural consenso del subgrupo lll de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas
de las secuencias estructurales de la cadena pesada se exponen como SEQ ID NO:8, 9, 10 y 11. Todavia en otro
aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo kappall, Il, Il o IV
de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son la region estructural consenso
de kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, una 0 mas de las secuencias estructurales de la cadena ligera se exponen
como SEQ ID NO:15, 16, 17 y 18.

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la regidon constante humana se selecciona del grupo que consiste en |gG1, 1gG2, 19gG2, 1gG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la region constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regién constante
murina se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, IgG2A, 1gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcién efectora reducida o
minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima resulta de una “mutacién en Fc sin efector” o
aglucosilacién. Todavia en otra divulgaciéon, la mutacidn en Fc sin efector es una sustitucion N297A o D265A/N297A
en la regién constante.

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

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

(b) la cadena ligera comprende ademas una secuencia de HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 que tiene al menos un 85 % de

identidad de secuencia con respecto a BASQDVSTAVA (sgq ID N0:22), SASFLYS (SEQ ID NO:23) y
QOQYLYHPAT (SEQ ID NO:24), respectivamente.

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

En otro aspecto, la regidon variable de la cadena pesada comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas
entre las HVR como: (FR-H1)-(HVR-H1)-(FR-H2)-(HVR-H2)-(FR-H3)-(HVR-H3)-(FR-H4), y la regién variable de la
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cadena ligera comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (FR-L1)-(HVR-L1)-
(FR-L2)-(HVR-L2)-(FR-L3)-(HVR-L3)-(FR-L4). AUn en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de
secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena
pesada se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o lll de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural
de la cadena pesada es una regién estructural consenso del subgrupo lll de VH. Todavia en otro aspecto, una o0 mas
de las secuencias estructurales de la cadena pesada se exponen como SEQ ID NO:8, 9, 10 y 11. Todavia en otro
aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo kappal, Il, Il o IV
de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son la region estructural consenso
de kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de la cadena ligera se exponen
como SEQ ID NO:15, 16, 17 y 18.

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la regidon constante humana se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, 19gG2, 1gG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la regidon constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regidn constante
murina se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2A, 1gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcion efectora reducida o
minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima resulta de una “mutacion en Fc sin efector” o
aglucosilacién. Todavia en otra divulgacién, la mutacidn en Fc sin efector es una sustitucién N297A o D265A/N297A
en la regién constante.

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

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

EVOLYVESEGGLYOPOGSLRLECAASGTTFEDSWIHWVRGAPOHGLEWVAWISPYOOETYYADSVKERY
THSADTORNTAYLOMNSURAEDTAVYYCARRHWPGOFDYWEROGTLYTYSS (SEQ ID ROK25),
ylo

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

OIOMTOSFEAL SARVADRYTITORASDOVS TAVAW YOQOKPEHAPRLLIV SASFLYSGVRESRFSGSASET
GPEDFATYYLOQOYLYHPATFOQETRVERR (SEG D MO

|
o
b
%
f.z

En un aspecto especifico, la identidad de secuencia es de un 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100%. En otro aspecto, la regidén variable de la cadena pesada comprende una o
mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (FR-H1)-(HVR-H1)-(FR-H2)-(HVR-H2)-(FR-H3)-
(HVR-H3)-(FR-H4), y la regién variable de la cadena ligera comprende una o mas secuencias estructurales
yuxtapuestas entre las HVR como: (FR-L1)-(HVR-L1)-(FR-L2)-(HVR-L2)-(FR-L3)-(HVR-L3)-(FR-L4). Aun en otro
aspecto, las secuencias estructurales se derivan de secuencias estructurales consenso humanas. En otro aspecto,
las secuencias estructurales de la cadena pesada se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o |l de Kabat. Todavia
en otro aspecto, la secuencia estructural de la cadena pesada es una regidn estructural consenso del subgrupo Il de
VH. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de la cadena pesada se exponen como SEQ
ID NO:8, 9, 10 y WGQGTLVTVES (SEQ ID NO:27).

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

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la regidon constante humana se selecciona del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, 19gG2, 1gG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la regidon constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regidn constante
murina se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2A, 1gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcion efectora reducida o
minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima resulta de la produccién en células procariotas.
Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima resulta de una “mutacién en Fc sin efector” o
aglucosilacién. Todavia en otra divulgacién, la mutacidn en Fc sin efector es una sustitucién N297A o D265A/N297A
en la regién constante.
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En otro aspecto, la regidon variable de la cadena pesada comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas
entre las HVR como: (FR-H1)-(HVR-H1)-(FR-H2)-(HVR-H2)-(FR-H3)-(HVR-H3)-(FR-H4), y la regién variable de la
cadena ligera comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (FR-L1)-(HVR-L1)-
(FR-L2)-(HVR-L2)-(FR-L3)-(HVR-L3)-(FR-L4). Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de
secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena
pesada se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o Ill de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural
de la cadena pesada es una regidn estructural consenso del subgrupo lll de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas
de las secuencias estructurales de la cadena pesada es la siguiente:

FR-H1 EVOLVESGGGLVQPGGSLERLSCAASGFTFS (SEQ ID NO:29)
FR-H2 WVRQAPGKGLEWVA (SEQ ID NO:30)
FR-H3 ~ RFTISADTEMNTAYLLRMNSLRAEDTAVYYCAR  (seq 1D NO:10)
FR-H4 ~ WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:27).

Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa I, Il, Il o IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son la regién
estructural consenso de kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, una 0 mas de las secuencias estructurales de la
cadena ligera es la siguiente:

FR-L1 DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:15)

FR-L2Z  WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO:16)
FR-L3  GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC  (SEQIDNO:17)

FR-L4 FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:28).

Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo comprende ademas una region constante humana o murina. Todavia
en otro aspecto, la regidon constante humana se selecciona del grupo que consiste en |gG1, 1gG2, 19gG2, 1gG3, 1gG4.
Todavia en otro aspecto especifico, la region constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la regién constante
murina se selecciona del grupo que consiste en 1gG1, IgG2A, 1gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la region
constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo tiene una funcién efectora reducida o
minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcién efectora minima resulta de una “mutacién en Fc sin efector” o
aglucosilacién. Todavia en otra divulgaciéon, la mutacidn en Fc sin efector es una sustitucion N297A o D265A/N297A
en la regién constante.

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

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

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

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

En otro aspecto, la regidon variable de la cadena pesada comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas
entre las HVR como: (FR-H1)-(HVR-H1)-(FR-H2)-(HVR-H2)-(FR-H3)-(HVR-H3)-(FR-H4), y la regién variable de la
cadena ligera comprende una 0 mas secuencias estructurales yuxtapuestas entre las HVR como: (FR-L1)-(HVR-L1)-
(FR-L2)-(HVR-L2)-(FR-L3)-(HVR-L3)-(FR-L4). AUn en otro aspecto, las secuencias estructurales se derivan de
secuencias estructurales consenso humanas. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena
pesada se derivan de una secuencia del subgrupo |, Il o lll de Kabat. Todavia en otro aspecto, la secuencia estructural
de la cadena pesada es una regién estructural consenso del subgrupo lll de VH. Todavia en otro aspecto, una o mas
de las secuencias estructurales de la cadena pesada se exponen como SEQ ID NO:@8, 9, 10 y
WGEQGTLVTVSSASTK (SEQ ID NO:31).
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Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera se derivan de una secuencia del subgrupo
kappa I, Il, Il 0 IV de Kabat. Todavia en otro aspecto, las secuencias estructurales de la cadena ligera son la regién
estructural consenso de kappa | de VL. Todavia en otro aspecto, una o mas de las secuencias estructurales de la
cadena ligera se exponen como SEQ ID NO:15, 16, 17 y 18. Todavia en otro aspecto especifico, el anticuerpo
comprende ademas una regién constante humana o murina. Todavia en otro aspecto, la region constante humana se
selecciona del grupo que consiste en 1gG1, 19G2, 1gG2, 1gG3, 1gG4. Todavia en otro aspecto especifico, la regién
constante humana es IgG1. Todavia en otro aspecto, la region constante murina se selecciona del grupo que consiste
en lgG1, IgG2A, |gG2B, 1gG3. Todavia en otro aspecto, la regién constante murina es IgG2A. Todavia en otro aspecto
especifico, el anticuerpo tiene una funcién efectora reducida o minima. Todavia en otro aspecto especifico, la funcion
efectora minima resulta de una “mutacién en Fc sin efector” o aglucosilacion. Todavia en otra divulgacion, la mutacion
en Fc sin efector es una sustitucion N297A o D265A/N297A en la region constante.

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

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

EVOLVESGGGLYQPGOSLRLECGARSGFTFEDEWIHWYRGAPGRGLEW YV AWISPYOG STYYALSYVRGRF

TISADTSKMNTAYLOMNSLRAEDTAVYY CARRHWPREOFDYWLROSTUVTYSSASTH (SECH 1D NO28),

o]

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

X \\s:\\\¢~§ Py

3

N R
SV WY SN SN EETEN T X e
FTLTIGNLGREREA

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

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

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

39



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 835866 T5

EVQLVESOGGLVOPLGSLRLECAASGFTFELSWIHW VROQAPGRGLEWVAWISPYGOET Y YADSVEGRF
TISADRTSKNTAYLOMMSLRAEDTAVYY CARRRWPEOFDYWOEOQGTLVTVESAS TG FEVF BLAPEEKETS

GGTAALGULVKDYFPEPYTVEWNMEEA THRGVHTERAVL OSEGELYSLESVWTVPESSL GTOTYICHYNHKP
SHTHEVORKVERKSCOK THTOPPGPARPELLOGPSYFLF PRFEPEDTLMIBRTPEVTOVVVYDVEHEDPEVEFR
WYY DOVEVHMAKTRPREROYVAST YRWYEVE TVLHODWI U HGREYRKORVEMKALPARIEKTISKAKGOFRE
POVYTLPPSREEMTENOVELTGLVRG P Y PSDIAVEWE SNGOPENKYKT TPRVLDSDOSE FLYSKLTVIKER

FWOOCNYESCEVMHEAL HNHYTOKSLELGRG (SEQ 1D NO32,

ylo

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

YOGVPERFSGEEGRGTD
FTLTSSLOPEDFATYYOOOYLYRPATFG QfE%T%WEiHHTVAﬁPE FIFRPSOECLKSOTABVVOLLNNFYP
REARVEAVKVDNALOSGNSGESVTEQDSKDS TYSLES TL TLSRADN EK KWWY ACEVTHOGLES PV TREFM
REEG (30010 NOSY

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

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

En cualquiera de las divulgaciones en el presente documento, el anticuerpo anti-PD-L1 aislado se puede unir a un
PD-L1 humano, por ejemplo, un PD-L1 humano como se muestra en el n.° de acceso a UniProtKB/Swiss-Prot
Q9NZQ7.1, o una variante del mismo.

Todavia en otra divulgacion, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica cualquiera de los anticuerpos
descritos en el presente documento. En algunas divulgaciones, el acido nucleico comprende ademas un vector

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 835866 T5

adecuado para la expresidn del acido nucleico que codifica cualquiera de los anticuerpos anti-PD-L1 descritos
previamente. Todavia en otro aspecto especifico, el vector esta en una célula huésped adecuada para la expresion
del acido nucleico. Todavia en otro aspecto especifico, la célula huésped es una célula eucariota o una célula
procariota. Todavia en otro aspecto especifico, la célula eucariota es una célula de mamifero, tal como una célula de
ovario de hamster chino (CHO).

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

Se contempla expresamente que dichos anticuerpos antagonistas de unién al eje PD-L1 (por ejemplo, anticuerpos
anti-PD-L1, anticuerpos anti-PD-1 y anticuerpos anti-PD-L2) u otros anticuerpos descritos en el presente documento
(por ejemplo, anticuerpos anti-PD-L1 para la deteccidn de los niveles de expresion de PD-L1) para su uso en cualquiera
de las divulgaciones enumeradas anteriormente puedan tener cualquiera de los rasgos caracteristicos,
individualmente o en combinacién, descritos en las secciones 1-7 a continuacion.

1. Afinidad de los anticuerpos

En determinadas divulgaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento (por ejemplo, un anticuerpo
anti-PD-L1 o un anticuerpo anti-PD-1) tiene una constante de disociacion (Kd) de <1 uyM, €100 nM, €10 nM, =1 nM,
<0,1nM, £ 0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo, 108 M o menos, por ejemplo, de 108 M a 103 M, por ejemplo, de
10°Ma 103 M).

En un aspecto, se mide la Kd por un ensayo de unién a antigeno radiomarcado (RIA). En una divulgacién, se realiza
un RIA con la versién de Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno. Por ejemplo, se mide la afinidad de unidén en
solucion de los Fab por el antigeno equilibrando Fab con una concentracion minima de antigeno marcado con (251)
en presencia de una serie de valoraciones de antigeno no marcado, capturando, a continuacion, el antigeno unido con
una placa recubierta con anticuerpo anti-Fab (véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881(1999)). Para
establecer las condiciones para el ensayo, se recubren placas de multiples pocillos MICROTITER® (Thermo Scientific)
durante la noche con 5 ug/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura (Cappel Labs) en carbonato de sodio 50 mM (pH
9,6) y posteriormente se bloquean con seroalblimina bovina al 2 % (p/v) en PBS durante de dos a cinco horas a
temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En una placa no adsorbente (n.° 269620 de Nunc), se mezcla
['%51]-antigeno 100 pM o 26 pM con diluciones en serie de un Fab de interés (por ejemplo, consecuente con la
evaluacién del anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta et al., Cancer Res. 57:4593-4599 (1997)). A continuacién, el
Fab de interés se incuba durante la noche; sin embargo, la incubacién puede continuar durante un periodo mas largo
(por ejemplo, de aproximadamente 65 horas) para garantizar que se alcanza el equilibrio. Después de esto, se
transfieren las mezclas a la placa de captura para su incubacién a temperatura ambiente (por ejemplo, durante una
hora). A continuacion, se retira la solucion y se lava la placa ocho veces con polisorbato 20 (TWEEN-20®) al 0,1 % en
PBS. Cuando las placas se hayan secado, se afiaden 150 pl/pocillo de centelleador (MICROSCINT-20™, Packard) y
las placas se cuentan en un contador gamma TOPCOUNT™ (Packard) durante diez minutos. Se eligen
concentraciones de cada Fab que dan menos de o igual a un 20 % de unidon méaxima para su Uso en ensayos de union
competitiva.

De acuerdo con otra divulgacién, se mide la Kd usando un ensayo de resonancia de plasmon superficial en
BIACORE®. Por ejemplo, se realiza un ensayo usando un BIACORE®-2000 o un BIACORE®-3000 (BlAcore, Inc.,
Piscataway, NJ) a 25 °C con chips CM5 con antigeno inmovilizado a ~10 unidades de respuesta (UR). En una
divulgacion, se activan chips de biosensor con dextrano carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.) con clorhidrato de
N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones
del proveedor. El antigeno se diluye con acetato de sodio 10 mM, pH 4,8, a 5 pg/ml (~0,2 uM) antes de su inyeccion
a un caudal de 5 pl/minuto para lograr aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada.
Después de la inyeccion del antigeno, se inyecta etanolamina 1 M para blogquear los grupos sin reaccionar. Para las
mediciones cinéticas, se inyectan diluciones en serie de dos veces de Fab (de 0,78 nM a 500 nM) en PBS con
tensioactivo polisorbato 20 (TWEEN-20™) (PBST) al 0,05 % a 25 °C a un caudal de aproximadamente 25 ul/min. Se
calculan las tasas de asociacién (kas) y las tasas de disociacién (kdis) usando un simple modelo de unién uno a uno de
Langmuir (programa informatico de evaluacion de BIACORE®, version 3.2) ajustando simultdneamente los
sensogramas de asociacién y disociacidén. La constante de disociacion en equilibrio (Kd) se calcula como la proporcién
kais/kas. Véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999). Si |a tasa de asociacion sobrepasa 10° M-'s™
por el ensayo de resonancia de plasmon superficial anterior, entonces, se puede determinar la tasa de asociacién
usando una técnica de extincidn fluorescente que mide el incremento o disminucidon de la intensidad de emision de
fluorescencia (excitacion=295 nm; emision=340 nm, paso de banda de 16 nm) a 25 °C de un anticuerpo antiantigeno
20 nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2, en presencia de concentraciones crecientes de antigeno como se mide en un
espectrometro, tal como un espectrofotdmetro equipado con detencidon de flujo (Aviv Instruments) o un
espectrofotémetro SLM-AMINCO™ de la serie 8000 (ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.
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2. Fragmentos de anticuerpo

En determinadas divulgaciones, un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-L1 o un anticuerpo anti-PD-1)
proporcionado en el presente documento es un fragmento de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo incluyen, pero
no se limitan a, los fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')., Fv y scFv, y otros fragmentos descritos a continuacion.
Para una revision de determinados fragmentos de anticuerpo, véase Hudson et al. Nat. Med. 9:129-134 (2003). Para
una revision de los fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Pluckthiin, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies
vol. 113, eds. Rosenburg y Moore, (Springer-Verlag, New York), pp. 269-315 (1994); véanse también el documento
WO 93/16185; y las patentes de EE. UU. n.°% 5571.894 y 5.587.458. Para un analisis de los fragmentos Fab y F(ab')2
que comprenden residuos de epitopos de union al receptor de rescate y que tienen una semivida /n vivo incrementada,
véase la patente de EE. UU. n.° 5.869.046.

Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unidén a antigeno que pueden ser bivalentes o
biespecificos. Véanse, por ejemplo, el documento EP 404.097; el documento WO 1993/01161; Hudson et al. Nat. Med.
9:129-134 (2003); y Hollinger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993). También se describen triacuerpos
y tetracuerpos en Hudson et al. Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una porcién del dominio
variable de la cadena pesada o todo o una porcién del dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En
determinadas divulgaciones, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo de dominio Unico humano (Domantis,
Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.248.516 B1).

Se pueden preparar fragmentos de anticuerpo por diversas técnicas incluyendo, pero sin limitarse a, digestion
proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como la produccién por células huésped recombinantes (por ejemplo, E. coli
o fago), como se describe en el presente documento.

3. Anticuerpos quiméricos y humanizados

En determinadas divulgaciones, un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-L1 o un anticuerpo anti-PD-1)
proporcionado en el presente documento es un anticuerpo quimérico. Se describen determinados anticuerpos
quiméricos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-
6855 (1984)). En un ejemplo, un anticuerpo quimérico comprende una regién variable no humana (por ejemplo, una
region variable derivada de un ratén, rata, hamster, conejo o primate no humano, tal como un mono) y una regién
constante humana. En otro ejemplo, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo de “clase cambiada” en el que se ha
cambiado la clase o subclase de la del anticuerpo original. Los anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos de unién
a antigeno de los mismos.

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

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

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

En determinadas divulgaciones, un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-L1 o un anticuerpo anti-PD-1)
proporcionado en el presente documento es un anticuerpo humano. Se pueden producir anticuerpos humanos usando
diversas técnicas conocidas en la técnica. Se describen, en general, anticuerpos humanos en van Dijk y van de Winkel,
Curr. Opin. Pharmacol. 5. 368-74 (2001) y Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459 (2008).

Se pueden preparar anticuerpos humanos administrando un inmundgeno a un animal transgénico que se haya
modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a la exposicién antigénica. Dichos animales tipicamente contienen todos o una porcién de los locus de
inmunoglobulina humana, que remplazan los locus de inmunoglobulina enddgena, o que estan presentes de forma
extracromosomica o integrados aleatoriamente en los cromosomas del animal. En dichos ratones transgénicos, los
locus de inmunoglobulina endégena, en general, se han inactivado. Para una revisién de los procedimientos para
obtener anticuerpos humanos de animales transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Véanse
también, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.° 6.075.181 y 6.150.584, que describen la tecnologia
XENOMOUSE™: la patente de EE. UU. n.° 5770.429, que describe la tecnologia HUMAB®; la patente de
EE. UU. n.°7.041.870, que describe la tecnologia K-M MOUSE® y la publicacion de solicitud de patente de
EE. UU. n.° US 2007/0061900, que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®. Las regiones variables humanas de
anticuerpos intactos generados por dichos animales se pueden modificar ademas, por ejemplo, por combinacién con
una regién constante humana diferente.

También se pueden preparar anticuerpos humanos por procedimientos basados en hibridoma. Se han descrito lineas
de células de mieloma humano y de heteromieloma ratéon-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales
humanos. (Véanse, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner et al., J. Immunol., 147. 86
(1991)). Los anticuerpos humanos generados por medio de la tecnologia de hibridoma de linfocitos B humanos
también se describen en Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Los procedimientos adicionales
incluyen los descritos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7.189.826 (que describe la produccién de anticuerpos
IgM humanos monoclonales a partir de lineas de células de hibridoma) y Ni, Xiandai Mianyixue, 26(4).265-268 (20086)
(que describe hibridomas humano-humano). La tecnologia de hibridoma humano (tecnologia de trioma) también se
describe en Vollmers y Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) y Vollmers y Brandlein, Methods
and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91 (2005).

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

5. Anticuerpos derivados de colecciones

Los anticuerpos de la divulgacion (por ejemplo, anticuerpos anti-PD-L1 y anticuerpos anti-PD-1) se pueden aislar
cribando colecciones combinatorias para determinar anticuerpos con la actividad o actividades deseadas. Por ejemplo,
es conocida en la técnica una variedad de procedimientos para generar colecciones de presentacion en fagos y cribar
dichas colecciones para determinar los anticuerpos que posean las caracteristicas de unién deseadas. Dichos
procedimientos se revisan, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178:1-37 (ed. O'Brien
et al., Human Press, Totowa, NJ, 2001) y se describen ademas, por ejemplo, en McCafferty et al., Nature 348:552-
554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992), Marks y Bradbury,
en Methods in Molecular Biology 248:161-175 (ed. Lo, Human Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol.
338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):
12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004).

En determinados procedimientos de presentacion en fagos, los repertorios de genes de VH y VL se clonan por
separado por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en colecciones de fagos,
que, a continuacién, se pueden cribar para determinar el fago de unién a antigeno como se describe en Winter et al.,
Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Los fagos tipicamente presentan fragmentos de anticuerpo, como fragmentos
Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab. Las colecciones de fuentes inmunizadas proporcionan
anticuerpos de alta afinidad con respecto al inmundgeno sin el requerimiento de construir hibridomas. De forma
alternativa, se puede clonar el repertorio sin exposicidn previa (por ejemplo, de un ser humano) para proporcionar una
Unica fuente de anticuerpos para una amplia gama de antigenos no propios y propios sin ninguna inmunizacién como
se describe por Griffiths et al.,, EMBO J, 12: 725-734 (1993). Finalmente, también se pueden preparar sintéticamente
colecciones sin exposicidn previa clonando segmentos de genes V no reordenados a partir de células madre y usando
cebadores de PCR que contengan secuencias aleatorias para codificar las regiones CDR3 altamente variables y lograr
el reordenamiento in vitro, como se describe por Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227. 381-388 (1992). Las
publicaciones de patente que describen colecciones de fagos con anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: la
patente de EE. UU. n.° 5750.373 y las publicaciones de patente de EE. UU. n.°s 2005/0079574, 2005/0119455,
2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y 2009/0002360.
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Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo aislados de colecciones de anticuerpos humanos se consideran
anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpo humano en el presente documento.

6. Anticuerpos muiltiespecificos

En uno cualquiera de los aspectos anteriores, un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-L1 o un anticuerpo
anti-PD-1) proporcionado en el presente documento puede ser un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un
anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen especificidades
de unién por al menos dos sitios diferentes. En determinadas divulgaciones, un anticuerpo proporcionado en el
presente documento es un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico. En determinadas
divulgaciones, una de las especificidades de union es por PD-L1 y la otra es por cualquier otro antigeno. En
determinadas divulgaciones, los anticuerpos biespecificos se pueden unir a dos epitopos diferentes de PD-L1.
También se pueden usar anticuerpos biespecificos para localizar agentes citotdxicos con respecto a las células que
expresan PD-L1. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos
de anticuerpo.

Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, la coexpresién recombinante
de dos pares cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tengan diferentes especificidades (véase Milstein
y Cuello, Nature 305: 537 (1983)), el documento WO 93/08829 y Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655 (1991)), vy la
genomanipulacion por “botén en ojal” (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.731.168). También se pueden
preparar anticuerpos multiespecificos genomanipulando los efectos de conduccidn electrostatica para preparar
moléculas heterodiméricas en Fc de anticuerpo (véase, por ejemplo, el documento WO 2009/089004A1); reticulando
dos 0 mas anticuerpos o fragmentos (véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.676.980 y Brennan et al,,
Science, 229: 81 (1985)); usando cremalleras de leucinas para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo,
Kostelny et al., J. Immunol., 148(5). 1547-1553 (1992)); usando la tecnologia de “diacuerpos” para preparar fragmentos
de anticuerpo biespecifico (véase, por ejemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993)); y
usando dimeros de Fv monocatenarios (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber et al., J. Immunol. 152:5368 (1994)); y
preparando anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al. J. Immunol. 147 60 (1991).

En el presente documento también se incluyen anticuerpos genomanipulados con tres o mas sitios de unién a antigeno
funcionales, incluyendo los “anticuerpos pulpo” (véase, por ejemplo, el documento US 2006/0025576A1).

El anticuerpo o fragmento en el presente documento tambiénincluye un “FAb de doble accién” o “DAF” que comprende
un sitio de union a antigeno que se une a PD-L1 asi como a otro antigeno diferente.

7. Variantes de anticuerpo

En determinadas divulgaciones, se contemplan variantes de la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos anti-PD-L1 y anticuerpos anti-PD-1). Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de
unién y/u otras propiedades bioldgicas del anticuerpo. Se pueden preparar variantes de la secuencia de aminoacidos
de un anticuerpo introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia de nucledtidos que codifica el anticuerpo o
por sintesis peptidica. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de y/o inserciones en y/o sustituciones
de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se puede realizar cualquier combinacion de
delecion, insercion y sustitucién para llegar a la construccién final, siempre que la construccidon final posea las
caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién a antigeno.

I. Variantes de sustitucién, insercién y delecién

En determinadas divulgaciones, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una o mas sustituciones
aminoacidicas. Los sitios de interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen las HVR y las FR. Se muestran
sustituciones conservadoras en la tabla 1 bajo el encabezado “sustituciones preferentes”. Se proporcionan cambios
mas sustanciales en la tabla 1 bajo el encabezado “sustituciones ejemplares” y como se describe ademas a
continuacion en referencia a las clases de cadenas laterales de aminoacidos. Se pueden introducir sustituciones
aminoacidicas en un anticuerpo de interés y cribar los productos para determinar una actividad deseada, por ejemplo,
unién a antigeno retenida/mejorada, inmunogenicidad disminuida, o ADCC o CDC mejorada.

Tabla 1. Sustituciones aminoacidicas ejemplares y preferentes

Residuo Sustituciones ejemplares Sustituciones
original preferentes
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gin; His; Asp, Lys; Arg GIn
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Residuo Sustituciones ejemplares Sustituciones
original preferentes

Asp (D) Glu; Asn Glu

Cys (C) Ser; Ala Ser

GIn (Q) Asn; Glu Asn

Glu (E) Asp; GIn Asp

Gly (G) Ala Ala

His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg

lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; norleucina Leu

Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle

Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg

Met (M) Leu; Phe; lle Leu

Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr

Pro (P) Ala Ala

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Val; Ser Ser

Trp (W) Tyr, Phe Tyr

Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe

Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; norleucina Leu

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

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

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

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

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

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

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

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

Se pueden realizar alteraciones (por ejemplo, sustituciones) en las HVR, por ejemplo, para mejorar |la afinidad de los
anticuerpos. Dichas alteraciones se pueden realizar en “puntos calientes” de HVR, es decir, residuos codificados por
codones que se someten a mutacion con alta frecuencia durante el proceso de maduraciéon somatica (véase, por
ejemplo, Chowdhury, Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), y/o residuos que se ponen en contacto con el antigeno,
sometiendo a prueba el VH o VL variante resultante para determinar la afinidad de unién. La maduracién en afinidad
por construccidén y reseleccion de colecciones secundarias se ha descrito, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en
Methods in Molecular Biology 178:1-37 (ed. O'Brien et al., Human Press, Totowa, NJ, (2001)). En algunas
divulgaciones de la maduracién en afinidad, se introduce diversidad en los genes variables elegidos para la
maduracion por cualquiera de una variedad de procedimientos (por ejemplo, PCR propensa a error, reordenamiento
de cadenas o mutagénesis dirigida por oligonucleétidos). A continuacion, se crea una coleccién secundaria. A
continuacion, se criba la coleccidén para identificar cualquier variante de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro
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procedimiento para introducir diversidad implica enfoques dirigidos a HVR, en los que se aleatorizan varios residuos
de HVR (por ejemplo, 4-6 residuos a la vez). Se pueden identificar especificamente los residuos de HVR implicados
en la unién a antigeno, por ejemplo, usando mutagénesis o0 modelado por barrido de alanina. A menudo se seleccionan
como diana, en particular, CDR-H3 y CDR-L3.

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

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

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino- y/o carboxiterminales que varian en longitud
desde un residuo a polipéptidos que contienen cien 0 mas residuos, asi como inserciones intrasecuenciales de
residuos de aminoacido Unicos o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un
residuo de metionilo N terminal. Otras variantes de insercidn de la molécula de anticuerpo incluyen la fusion al extremo
N o C del anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que incrementa la semivida en suero
del anticuerpo.

1. Variantes de glucosilacién

En determinadas divulgaciones, los anticuerpos se pueden alterar para incrementar o disminuir el grado en que el
anticuerpo se glucosila. La adicion o delecién de sitios de glucosilacién en un anticuerpo de la divulgacién se puede
lograr convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que se cree o retire uno o mas sitios de
glucosilacion.

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

En una divulgacién, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una estructura glucidica que carece de fucosa
unida (directa o indirectamente) a una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho anticuerpo puede ser de
un 1% aun 80 %, de un 1% a un 65 %, de un 5% a un 65 % o de un 20 % a un 40 %. La cantidad de fucosa se
determina calculando la cantidad promedio de fucosa en |la cadena glucidica en Asn297, en relacion con la suma de
todas las glucoestructuras unidas a Asn 297 (por ejemplo, estructuras complejas, hibridas y de alto contenido en
manosa) como se mide por espectrometria de masas MALDI-TOF, como se describe, por ejemplo, en el documento
WO 2008/077546. Asn297 se refiere al residuo de asparagina localizado en aproximadamente la posicion 297 en la
regiéon Fc (numeracién EU de los residuos de la regidon Fc); sin embargo, la Asn297 también se puede localizar
aproximadamente + 3 aminoéacidos en direccidn 5' o en direccion 3' de la posicién 297, es decir, entre las posiciones
294 y 300, debido a variaciones de secuencia sin importancia en los anticuerpos. Dichas variantes de fucosilacidon
pueden tener una funcién ADCC mejorada. Véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente de
EE. UU. n.°*s US 2003/0157108; US 2004/0093621. Los ejemplos de publicaciones relacionadas con variantes de
anticuerpo “desfucosilado” o “carente de fucosa” incluyen: los documentos US 2003/0157108;, WO 2000/61739;
WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704;
US 2004/0110282; US 2004/0109865;, WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778;
WO2005/053742; WO2002/031140; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki ef al. Biotech.
Bioeng. 87: 614 (2004). Los ejemplos de lineas celulares que pueden producir anticuerpos desfucosilados incluyen
células CHO Lec 13 carentes de fucosilacion de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986);
la sol. de pat. de EE. UU. n.° US 2003/0157108 A1; y el documento WO 2004/056312 A1, Adams et al., especialmente
en el ejemplo 11) y lineas celulares con genes inactivados, tales como el gen de alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUTS,
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células CHO con genes inactivados (véanse, por ejemplo, Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87. 614 (2004);
Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94(4).680-688 (2006); y el documento WO2003/085107).

Se proporcionan ademas variantes de anticuerpo con oligosacaridos bisecados, por ejemplo, en las que un
oligosacarido biantenario unido a la regién Fc del anticuerpo se biseca por GlcNAc. Dichas variantes de anticuerpo
pueden tener una fucosilacion reducida y/o funcién ADCC mejorada. Se describen ejemplos de dichas variantes de
anticuerpo, por ejemplo, en el documento WO 2003/011878; la patente de EE. UU. n.° US 6.602.684; y el documento
US 2005/0123546. También se proporcionan variantes de anticuerpo con al menos un residuo de galactosa en el
oligosacarido unido a la region Fc. Dichas variantes de anticuerpo pueden tener una funcion CDC mejorada. Dichas
variantes de anticuerpo se describen, por ejemplo, en los documentos WO 1997/30087, WO 1998/58964; vy
WO 1999/22764.

Ill. Variantes de la regién Fc

En determinadas divulgaciones, se pueden introducir una o mas modificaciones aminoacidicas en la regién Fc de un
anticuerpo, generando, de este modo, una variante de la region Fc. La variante de la region Fc puede comprender una
secuencia de la regiéon Fc humana (por ejemplo, una regién Fc de 1gG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 humana) que comprenda
una modificacién aminoacidica (por ejemplo, una sustitucion) en una o mas posiciones aminoacidicas.

En determinadas divulgaciones, la divulgacién contempla una variante de anticuerpo que posee algunas, pero no
todas, las funciones efectoras, que le convierten en un candidato deseable para aplicaciones en las que la semivida
del anticuerpo in vivo sea importante, aunque determinadas funciones efectoras (tales como el complemento y la
ADCC) sean innecesarias o perjudiciales. Se pueden llevar a cabo ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para
confirmar la reduccion/disminucién de las actividades CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden llevar a cabo ensayos
de union al receptor de Fc (FcR) para garantizar que el anticuerpo carezca de union a FcyR (de ahi que probablemente
carezca de actividad ADCC), pero retenga su capacidad de unién a FcRn. Las células primarias para mediar en la
ADCC, los linfocitos NK, expresan solo FcyRIIl, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FeyRIIlL. La
expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu.
Rev. Immunol. 9:457-492 (1991). Se describen ejemplos no limitantes de ensayos in vitro para evaluar la actividad
ADCC de una molécula de interés en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362; (véanse, por ejemplo, Hellstrom, |. et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985),
el documento 5.821.337 (véase Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). De forma alternativa, se
pueden emplear procedimientos de ensayo no radioactivo (véase, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no
radioactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; y el ensayo de citotoxicidad no
radioactivo CYTOTOX 96® (Promega, Madison, WI). Las células efectoras Utiles para dichos ensayos incluyen
leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma
alternativa, o adicionalmente, se puede evaluar in vivo la actividad ADCC de la molécula de interés, por ejemplo, en
un modelo animal, tal como el divulgado en Clynes et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). También se
pueden llevar a cabo ensayos de unién a C1q para confirmar que el anticuerpo no se puede unir a C1qy, de ahi, que
carezca de actividad CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de uniéon a C1qy C3c en los documentos WO 2006/029879 y
WO 2005/100402. Para evaluar la activacién del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC (véanse, por
ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg et al., Blood. 101:1045-1052 (2003); y
Cragg et al., Blood. 103:2738-2743 (2004)). También se pueden realizar determinaciones de la unién a FcRn y de
eliminacion/semivida in vivo usando procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Petkova et al. Int'.
Immunol. 18(12):1759-1769 (20086)).

Los anticuerpos con funcion efectora reducida incluyen aquellos con sustitucion de uno 0 mas de los residuos de la
region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (patentes de EE. UU. n.°¢6.737.056 y 8.219.149). Dichos mutantes con
respecto a Fc incluyen mutantes con respecto a Fc con sustituciones en dos 0 mas de las posiciones aminoacidicas
265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el llamado mutante con respecto a Fc “DANA” con sustitucion de los residuos
265y 297 con alanina (patente de EE. UU. n.°7.332.581 y 8.219.149).

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

En determinadas divulgaciones, una variante de anticuerpo comprende una regién Fc con una o0 mas sustituciones
aminoacidicas que mejoran la ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la region Fc
(numeracion EU de los residuos).

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

En el documento US2005/0014934A1 (Hinton et al.) se describen anticuerpos con semividas incrementadas y union
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mejorada al receptor de Fc neonatal (FcRn), que es responsable de la transferencia de las IgG maternas al feto (Guyer
etal., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)). Estos anticuerpos comprenden una region
Fc con una o mas sustituciones en la misma que mejoran la unién de la region Fc a FcRn. Dichas variantes de Fc
incluyen aquellas con sustituciones en uno o mas de los residuos de la regién Fc: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305,
307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 o 434, por ejemplo, sustitucién del residuo 434
de la region Fc (patente de EE. UU. n.° 7.371.826).

Véanse también Duncan y Winter, Nature 322:738-40 (1988); la patente de EE. UU. n.° 5.648.260; la patente de
EE. UU. n.°5.624.821; y el documento WO 94/29351 en relacién con otros ejemplos de variantes de la region Fc.

IV. Variantes de anticuerpo genomanipulado con cisteina

En determinadas divulgaciones, puede ser deseable crear anticuerpos genomanipulados con cisteina, por ejemplo,
“thioMAb”, en los que uno 0 mas residuos de un anticuerpo se sustituyen con residuos de cisteina. En algunas
divulgaciones, los residuos sustituidos se producen en sitios accesibles del anticuerpo. Sustituyendo esos residuos
con cisteina, los grupos tiol reactivos se sitlan, de este modo, en sitios accesibles del anticuerpo y se pueden usar
para conjugar el anticuerpo a otros restos, tales como restos de farmaco o restos de conector-farmaco, para crear un
inmunoconjugado, como se describe ademas en el presente documento. En determinadas divulgaciones, se puede
sustituir uno cualquiera o mas de los siguientes residuos con cisteina: V205 (numeracién de Kabat) de la cadena
ligera; A118 (numeracién EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion EU) de la region Fc de la cadena pesada. Se
pueden generar anticuerpos genomanipulados con cisteina como se describe, por ejemplo, en la patente de
EE. UU. n.°7.521.541.

V. Derivados de anticuerpo

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

En otra divulgacion, se proporcionan conjugados de un anticuerpo y un resto no proteinico que se pueden calentar de
forma selectiva por exposicidn a radiacion. En una divulgacién, el resto no proteinico es un nanotubo de carbono (Kam
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:11600-11605 (2005)). La radiacién puede ser de cualquier longitud de onda e
incluye, pero no se limita a, las longitudes de onda que no dafian a las células normales, pero que calientan el resto
no proteinico a una temperatura en la que se destruyen las células proximales al anticuerpo-resto no proteinico.

VI. Inmunoconjugados

La invencion también proporciona inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo en el presente documento (por
ejemplo, un anticuerpo anti-PD-L1 o un anticuerpo anti-PD-1) conjugado a uno o mas agentes citotoxicos, tales como
agentes o farmacos quimioterapicos, agentes inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas proteicas,
toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal o fragmentos de las mismas) o
isotopos radioactivos.

En una divulgacién, un inmunoconjugado es un conjugado anticuerpo-farmaco (CAF) en el que un anticuerpo se
conjuga a uno o mas farmacos, incluyendo, pero sin limitarse a, un maitansinoide (véanse las patentes de EE. UU.
n.°s 5.208.020, 5.416.064 y la patente europea EP 0 425 235 B1); una auristatina, tal como los restos de farmaco de
monometilauristatina DE y DF (MMAE y MMAF) (véanse las patentes de EE. UU. n.°s 5635.483 y 5.780.588 y
7.498.298); una dolastatina; una calicheamicina o derivado de la misma (véanse las patentes de EE. UU. n.°s
5.712.374,5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001 y 5.877.296; Hinman et al., Cancer Res.
53:3336-3342 (1993); y Lode et al., Cancer Res. 58:2925-2928 (1998)); una antraciclina, tal como daunomicina o
doxorrubicina (véanse Kratz et al., Current Med. Chem. 13:477-523 (2006); Jeffrey et al., Bioorganic & Med. Chem.
Letters 16:358-362 (2006); Torgov et al., Bioconj. Chem. 16:717-721 (2005); Nagy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
97:.829-834 (2000); Dubowchik et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12:1529-1532 (2002); King et al., J. Med. Chem.
45:4336-4343 (2002); y la patente de EE. UU. n.° 6.630.579); metotrexato; vindesina; un taxano, tal como docetaxel,
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paclitaxel, larotaxel, tesetaxel y ortataxel; un tricoteceno; y CC1065.

En otra divulgacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se describe en el presente documento
conjugado a una toxina enzimaticamente activa o fragmento de la misma, incluyendo, pero sin limitarse a, la cadena
A de difteria, fragmentos activos que no se unen de la toxina diftérica, la cadena A de exotoxina (de Pseudomonas
aeruginosa), la cadena A de ricina, la cadena A de abrina, la cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de
Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de
Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina,
enomicinay los tricotecenos.

En otra divulgacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se describe en el presente documento
conjugado a un atomo radioactivo para formar un radioconjugado. Esta disponible una variedad de isétopos
radioactivos para la produccién de radioconjugados. Los ejemplos incluyen At2'1, 181 [125 Y90 Re'® Re188 Sm153
Bi2'2, P32, Pp?'2 g isétopos radioactivos de Lu. Cuando el radioconjugado se usa para la deteccion, puede comprender
un atomo radioactivo para estudios de centellografia, por ejemplo, Tc99m o 1123, o un marcador de espin para
resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como resonancia magnética, RM), tal como yodo-123, de
nuevo, yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro. Se
pueden preparar conjugados de un anticuerpo y un agente citotdéxico usando una variedad de agentes de acoplamiento
de proteinas bifuncionales, tales como 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (tales como adipimidato de dimetilo HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo),
aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-acido (tales como bis(p-acidobenzoil)hexanodiamina),
derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno-2,6-
diisocianato) y compuestos de fluor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede
preparar una inmunotoxina de ricina, como se describe en Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). El acido
1-isotiocianatobencil-3-metildietilentriaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un agente quelante
ejemplar para la conjugacion del radionuclido al anticuerpo. Véase el documento WO094/11026. El conector puede ser
un “conector escindible” que facilite la liberacién de un farmaco citotéxico en la célula. Por ejemplo, se puede usar un
conector labil en acido, conector sensible a peptidasa, conector fotolabil, conector de dimetilo 0 conector que contenga
disulfuro (Chari et al., Cancer Res. 52:127-131 (1992); patente de EE. UU. n.° 5.208.020).

Los inmunoconjugados o CAF en el presente documento contemplan expresamente, pero no se limitan a, dichos
conjugados preparados con reactivos de reticulacion, incluyendo, pero sin limitarse a, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS,
LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS,
sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB, y SVSB ((4-vinilsulfona)benzoato de succinimidilo), que estan disponibles
comercialmente (por ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., EE. UU.).

V. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas de los antagonistas de union al eje PD-L1 usadas de acuerdo con la presente
divulgacion (por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-L1 (por ejemplo, MPDL3280A)) se preparan para su almacenamiento
mezclando el antagonista que tiene el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes
farmacéuticamente aceptables opcionales en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Para la
informacidn general en relacién con las formulaciones, véanse, por ejemplo, Gilman et al. (eds.) The Pharmacological
Bases of Therapeutics, 8.2 ed., Pergamon Press, 1990; A. Gennaro (ed.), Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2
ediciéon, Mack Publishing Co., Pennsylvania, 1990; Avis et al. (eds.) Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral
Medications Dekker, New York, 1993; Lieberman et al. (eds.) Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets Dekker, New
York, 1990; Lieberman et al. (eds.), Pharmaceutical Dosage Forms:. Disperse Systems Dekker, New York, 1990; y
Walters (ed.) Dermatological and Transdermal Formulations (Drugs and the Pharmaceutical Sciences), vol. 119,
Marcel Dekker, 2002.

Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables no son téxicos para los destinatarios a las dosificaciones y
concentraciones empleadas e incluyen tampones, tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes,
incluyendo &cido ascdérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos, tales
como metil- o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos, tales como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa
0 dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; glucidos, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol;
contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos de metal (por ejemplo, complejos Zn-proteina) y/o
tensioactivos no idnicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

La formulacién en el presente documento también puede contener mas de un compuesto activo, preferentemente

aquellos con actividades complementarias que no se vean afectadas de forma adversa entre si. El tipo y cantidades
eficaces de dichos medicamentos dependen, por ejemplo, de la cantidad y tipo de antagonista presente en la
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formulacién y los parametros clinicos de los sujetos.

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

Se pueden preparar preparaciones de liberacion mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el antagonista, estando
dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o0 microcapsulas. Los ejemplos de matrices
de liberacion mantenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) o poli(alcohol
vinilico)), polilactidas (pat. de EE. UU. n.° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y L-glutamato de y-etilo,
copolimeros de etileno-acetato de vinilo no degradables, de acido lactico-acido glicélico degradables, tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicdlico y acetato
de leuprorrelina) y poli(acido D-(-)-3-hidroxibutirico).

Las formulaciones que se van a usar para su administracion in vivo deben ser estériles. Esto se logra facilmente por
filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Se debe entender que cualquiera de los articulos de fabricacion anteriores puede incluir un inmunoconjugado descrito
en el presente documento en lugar de 0 ademas de un antagonista de union al eje PD-L1.

VL. Kits de diagndstico y articulos de fabricacién

En el presente documento se proporcionan kits de diagndstico que comprenden uno o mas reactivos para determinar
la presencia de un biomarcador (por ejemplo, niveles de expresion de PD-L1, por ejemplo, en células tumorales y/o
células inmunitarias infiltrantes de tumor) en una muestra de un individuo o paciente con una enfermedad o trastorno
(por ejemplo, cancer, incluyendo carcinoma de pulmén no microcitico). En algunos casos, la presencia del biomarcador
en la muestra indica una mayor probabilidad de eficacia cuando se trata al individuo con un antagonista de union al
eje PD-L1. En algunos casos, la ausencia del biomarcador en la muestra indica una menor probabilidad de eficacia
cuando se trata al individuo con la enfermedad con el antagonista de unién al eje PD-L1. Opcionalmente, el kit puede
incluir ademas instrucciones de uso del kit para seleccionar un medicamento (por ejemplo, un antagonista de unién al
eje PD-L1, tal como un anticuerpo anti-PD-L1, tal como MPDL3280A) para tratar la enfermedad o trastorno si el
individuo expresa el biomarcador en la muestra. En otro caso, las instrucciones son para usar el kit para seleccionar
un medicamento distinto del antagonista de unidn al eje PD-L1 si el individuo no expresa el biomarcador en la muestra.

En el presente documento también se proporcionan articulos de fabricacién que incluyen, envasados juntos, un
antagonista de union al eje PD-L1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-L1) en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y un prospecto del envase que indica que el antagonista de unién al eje PD-L1 (por ejemplo, anticuerpo
anti-PD-L1) es para tratar a un paciente con una enfermedad o trastorno (por ejemplo, cancer) en base a la expresion
de un biomarcador. Los procedimientos de tratamiento incluyen cualquiera de los procedimientos de tratamiento
divulgados en el presente documento. Ademas, se proporciona la divulgacién que se relaciona con un procedimiento
para fabricar un articulo de fabricacién que comprende combinar en un envase una composicién farmacéutica que
comprende un antagonista de unién al eje PD-L1 (por ejemplo, un anticuerpo anti-PD-L1) y un prospecto del envase
que indica que la composicién farmacéutica es para tratar a un paciente con una enfermedad o trastorno en base a la
expresion de un biomarcador (por ejemplo, niveles de expresién de PD-L1, por ejemplo, en células tumorales y/o
células inmunitarias infiltrantes de tumor).

El articulo de fabricacion puede incluir, por ejemplo, un recipiente y una ficha técnica o prospecto del envase en o
asociado con el recipiente. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas y similares. El
recipiente se puede formar a partir de una variedad de materiales, tales como vidrio o plastico. El recipiente aloja o
contiene una composicién que comprende el medicamento contra el cancer como agente activo y puede tener un
orificio de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucidn intravenosa o un vial que tenga
un tapdn perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica).

El articulo de fabricacion puede incluir ademas un segundo recipiente que comprende un tampén diluyente
farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyectables (BWFI), solucidn salina tamponada con
fosfato, solucién de Ringer y/o solucién de dextrosa. El articulo de fabricacién puede incluir ademés otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y
jeringuillas.

El articulo de fabricacion de la presente divulgacién también incluye informacion, por ejemplo, en forma de un

prospecto del envase, que indica que la composicién se usa para tratar el cancer en base al nivel de expresion del/de
los biomarcador(es) en el presente documento. El prospecto o ficha técnica puede tomar cualquier forma, tal como
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papel o en medios electrénicos, tales como un medio grabado magnéticamente (por ejemplo, un disquete), un CD-
ROM, una unidad flash de bus en serie universal (USB) y similares. La ficha técnica o prospecto también puede incluir
otra informacién en relacién con las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacién en el kit o articulo de
fabricacién.

EJEMPLOS

Se proporcionan los siguientes ejemplos para ilustrar, pero no para limitar, la invencién reivindicada actual.

Ejemplo 1: Anélisis inmunohistoquimico (IHQ) de la expresién de PD-L1 en muestras de tumor
Inmunohistoquimica (IHQ): se desparafinaron cortes tisulares fijados con formol e incluidos en parafina antes de la
recuperacion, bloqueo e incubacion antigénicos con anticuerpo anti-PD-L1 primario. Después de la incubacién con
anticuerpo secundario y desarrollo de color enzimatico, se contratifieron los cortes y se deshidrataron en series de
alcoholes y xilenos antes de taparse con cubreobjetos.

Se us6 el siguiente protocolo para IHQ. Se usé el sistema Ventana Benchmark XT o Benchmark Ultra para realizar la
tincion IHQ para PD-L1 usando los siguientes reactivos y materiales:

anticuerpo primario: anticuerpo primario monoclonal de conejo anti-PD-L1

tipo de muestra: corte fijado con formol e incluido en parafina (FFPE) de muestras de tumor

condiciones de recuperacion de epitopo: acondicionamiento celular, 1 estandar (CC1, Ventana, n.° de cat. 950-124)
condiciones de anticuerpo primario: 1/100, 6,5 ug/ml durante 16 minutos a 36 °C

diluyente: tampoén de dilucidn de anticuerpos (solucion salina tamponada con Tris que contenia proteina transportadora
y BRIJ™-35)

control negativo: 1IgG de conejo sin exposicion previa a 6,5 pg/ml (Cell Signaling) o diluyente solo

deteccién: se usaron el kit de deteccion por DAB universal Optiview o ultra View (Ventana) y el kit de amplificacién
(cuando fue aplicable) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Ventana).

contratincién: hematoxilina Il de Ventana (n.° de cat. 790-2208)/ con reactivo Bluing (n.° de cat. 760-2037) (4 minutos
y 4 minutos, respectivamente)

El protocolo para Ventana Benchmark fue como sigue:

1. parafina (seleccionado)

2. desparafinacion (seleccionado)

3. acondicionamiento celular (seleccionado)

4. acondicionador n.° 1 (seleccionado)

5. CC1 estandar (seleccionado)

6. temperaturas de incubacién de Ab (seleccionado)

7.inc. de Ab a 36 °C (seleccionado)

8. valoracion (seleccionado)

9. autodistribuir (anticuerpo primario) e incubar durante (16 minutos)
10. contratinciéon (seleccionado)

11. aplicar una gota de (hematoxilina Il) (contratincién), aplicar cubreobjetos e incubar durante (4 minutos)
12. poscontratincién (seleccionado)

13. aplicar una gota de (REACTIVO BLUING) (poscontratincion), aplicar cubreobjetos e incubar durante (4 minutos)
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14. lavar los portaobjetos con agua jabonosa para retirar el aceite
15. aclarar los portaobjetos con agua

16. deshidratar los portaobjetos a través de etanol al 95 %, etanol al 100 % con respecto a xileno (programa de
autoteflidor n.° 9 de Leica)

17. cubreobjetos.

Ejemplo 2: La expresién de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor y en células tumorales son
factores pronéstico independientes para la respuesta al tratamiento con un anticuerpo anti-PD-L1 en un
carcinoma de pulmén no microcitico

Se evalué la correlacién entre la expresién de PD-L1 en diversos tipos de células presentes dentro de tumores con
respuesta al tratamiento con antagonistas de union al eje PD-L1.

La expresion de PD-L1 en muestras de tumor antes del tratamiento se evalué usando inmunohistoquimica (IHQ) como
se describe en el ejemplo 1 en varios ensayos clinicos en curso para el tratamiento de pacientes de cancer con
MPDL3280A que incluyen cohortes de pacientes con CPNM, incluyendo un ensayo clinico de fase la y dos ensayos
clinicos de fase Il. Las muestras de tumor se puntuaron en cuanto a la positividad para PD-L1 en células inmunitarias
infiltrantes de tumor y en células tumorales de acuerdo con ambos de los criterios para la evaluacién diagndstica
mostrados en la tabla 2 y tabla 3, respectivamente. El ensayo de fase la en curso es en pacientes con tumores sdlidos
avanzados y neoplasias hematicas para evaluar la seguridad y tolerabilidad de un anticuerpo anti-PD-L1 (MPDL3280A)
administrado por infusion intravenosa cada 3 semanas a una dosis de 1200 mg. El estudio contiene una gran cohorte
de pacientes con CPNM (n=88). Ambos estudios de fase Il en curso (denominados en el presente documento “fase
I1-1"y “fase lI-2”) incluyen pacientes con CPNM localmente avanzado y metastasico a los que se les ha administrado
MPDL3280A en la misma pauta posoldgica que el ensayo clinico de fase la (1200 mg i. v. cada 3 semanas).

Tabla 2: Criterios de diagnéstico de IHQ en células inmunitarias (Cl) infiltrantes de tumor

Evaluacién diagnéstica para PD-L1 Puntuacién en Cl
Ausencia de cualquier tincién para PD-L1 reconocible CI0
O

presencia de tincién para PD-L1 reconocible de cualquier
intensidad en células inmunitarias infiltrantes de tumor que
cubren <1 % del area tumoral ocupada por células
tumorales, estroma intratumoral asociado y estroma
desmopléasico peritumoral contiguo

Presencia de tincién para PD-L1 reconocible de cualquier CH1
intensidad en células inmunitarias infiltrantes de tumor que
cubren de 21 % a <5 % del area tumoral ocupada por
células tumorales, estroma intratumoral asociado y
estroma desmopléasico peritumoral contiguo

Presencia de tincién para PD-L1 reconocible de cualquier Cl2
intensidad en células inmunitarias infiltrantes de tumor que
cubren de 25 % a <10 % del area tumoral ocupada por
células tumorales, estroma intratumoral asociado y
estroma desmopléasico peritumoral contiguo

Presencia de tincién para PD-L1 reconocible de cualquier CI3
intensidad en células inmunitarias infiltrantes de tumor que
cubren 210 % del &rea tumoral ocupada por células
tumorales, estroma intratumoral asociado y estroma
desmopléasico peritumoral contiguo

Tabla 3: Criterios de diagnéstico de IHQ en células tumorales (CT)

Evaluacién diagnéstica para PD-L1 Puntuacién en CT
Ausencia de cualquier tincién para PD-L1 reconocible CTO
O

presencia de tincion para PD-L1 reconocible de cualquier
intensidad en <1 % de las células tumorales

Presencia de tincién para PD-L1 reconocible de cualquier CT1
intensidad en 21 % a <5 % de las células tumorales
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Evaluacién diagnéstica para PD-L1 Puntuacién en CT

Presencia de tincién para PD-L1 reconocible de cualquier CT2
intensidad en 25 % a <50 % de las células tumorales

Presencia de tincién para PD-L1 reconocible de cualquier CT3
intensidad en 250 % de las células tumorales

PD-L1 se expresé ampliamente en muchos canceres humanos, incluyendo CPNM, cancer de vejiga, carcinoma de
células renales, melanoma, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC), cancer gastrico, cancer
pancreatico, cancer de mama triple negativo y cancer de préstata, como se determina por IHQ usando un anticuerpo
de diagnéstico anti-PD-L1, como se describe en el ejemplo 1 (figura 1 A). Se evaluaron muestras de CPNM tanto de
ensayos con tumores previos al tratamiento de ensayos con MPDL3280A (n=498) como de una cohorte no
perteneciente al ensayo (n=706) para determinar la expresién de PD-L1 en células tumorales y en células inmunitarias
infiltrantes de tumor usando el ensayo IHQ anti-PD-L1, como se describe en el ejemplo 1. Las muestras se puntuaron
como CT0-3 y CIO-3 en base a la expresion de PD-L1 creciente en células tumorales y en células inmunitarias
infiltrantes de tumor, respectivamente. Los tumores con CT3 o CI3, CT2/3 o0 ClI2/3 y CT1/2/3 o CI1/2/3 representaron
aproximadamente un 20 %, 40 % y 65 % de las muestras de CPNM, respectivamente.

Se identificaron distintas subpoblaciones de pacientes con CPNM sobre la base de la expresion de PD-L1 en células
inmunitarias infiltrantes de tumor y células tumorales en muestras de tumor de pacientes (figuras 1B-1D; figuras 2A-
2B). Los tumores con CT3 y los tumores con CI3 representaron dos subpoblaciones distintas; existié un solapamiento
de menos de un 1 % de las muestras de tumor que se puntuaron como CT3 y que se puntuaron como CI3 usando los
criterios descritos en las tablas 2 y 3. Las muestras de tumor con CT3 o CI3 representaron una fraccién significativa
de los tumores de CPNM (véanse, por ejemplo, las figuras 2A-2B y la figura 11).

Los patrones de expresién de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor y en células tumorales en muestras
de tumor obtenidas de pacientes con CPNM incluidos en los ensayos clinicos descritos anteriormente se
correlacionaron con la respuesta de los pacientes al tratamiento. En cada ensayo clinico, la expresion de PD-L1 en
células inmunitarias infiltrantes de tumor y en células tumorales predijo independientemente el resultado del
tratamiento con MPDL3280 en pacientes con CPNM (figuras 3A-3B). Por ejemplo, los pacientes en los que sus
muestras de tumor tenian una puntuacién IHQ para PD-L1 CI3 tenian una tasa de respuesta global (TRG) de un 44 %
en el ensayo clinico de fase la, y los pacientes en los que sus muestras de tumor tenian una puntuacion IHQ para
PD-L1 CT3 tenian una TRG de un 50 % (figura 3A). Por el contrario, los pacientes con CPNM en los que sus muestras
de tumor no se puntuaron como CT3 o CI3 tenian una TRG de un 14 %.

Se observaron resultados similares en ambos ensayos clinicos de fase Il. En el ensayo clinico de fase Il-1, se usaron
RECISTm (figura 3B) y RECIST v1.1 (figura 3C) para determinar los resultados de eficacia. El estudio incluyd 3
cohortes de pacientes: la cohorte 1 incluyé pacientes con CPNM con 1L; la cohorte 2 incluyé pacientes con CPNM
con 22L sin metéastasis cerebrales; y la cohorte 3 incluyé pacientes con CPNM con 22L con metastasis cerebrales
tratadas. En particular, los pacientes en las cohortes 2y 3 en los que sus muestras de tumor se puntuaron como CT3
o CI3 mostraron una TRG incrementada y una supervivencia sin progresion (SSP) a los 6 meses en comparacion con
toda la poblacidén de pacientes después del tratamiento con atezolizumab (MPDL3280A) (figuras 3B-3C).

En el ensayo clinico de fase Il-2, la puntuacién IHQ en Cl y CT fue predictiva de una supervivencia global,
supervivencia sin progresion y tasa de respuesta global mejoradas de los pacientes con CPNM tratados con
atezolizumab (MPDL3280A) (figuras 3D-3F). La expresién de PD-L1 en células tumorales y en células inmunitarias
infiltrantes de tumor se asocié con una supervivencia global mejorada después del tratamiento con MPDL3280A en
comparacién con los pacientes en los que sus muestras de tumor eran CTO y CIO (figura 3D). Los pacientes en los
que sus muestras de tumor se puntuaron como CT3 o CI3 mostraron una supervivencia global incrementada después
del tratamiento con MPDL3280A en comparacion con los pacientes en los que sus muestras de tumor se puntuaron
como CTO y CIO (figura 3D). El punto de corte inferior de CT2/3 o Cl2/3 también fue predictivo de la supervivencia
global (figura 3D).

La expresiéon de PD-L1 en células tumorales y en células inmunitarias infiltrantes de tumor se asocié con una
supervivencia sin progresién mejorada después del tratamiento con MPDL3280A en comparacion con los pacientes
en los que sus muestras de tumor eran CTO y CIO (figura 3E). Los pacientes en los que sus muestras de tumor se
puntuaron como CT3 o CI3 mostraron una supervivencia sin progresion mejorada después del tratamiento con
MPDL3280A en comparacion con los pacientes en los que sus muestras de tumor se puntuaron como CTO y CIO
(figura 3E).

La expresion de PD-L1 en células tumorales y en células inmunitarias infiltrantes de tumor también se asocid con una
TRG incrementada en el estudio de fase II-2 (figura 3F). Los pacientes en los que sus muestras de tumor tenian una
puntuaciéon IHQ para PD-L1 CT3 o CI3 tenian una TRG de un 38 % después del tratamiento con atezolizumab
(MPDL3280A), en comparacion con una TRG de un 13 % después del tratamiento con docetaxel (figura 3F). La TRG
de los pacientes con tumores con CI3 o CT3 tratados con MPDL3280A también fue mayor que la de los pacientes en
los que sus muestras de tumor se puntuaron como CTO y CIO (figura 3F).
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Por lo tanto, la expresion de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor y la expresién de PD-L1 en células
tumorales representan biomarcadores predictivos independientes para la respuesta al tratamiento con antagonistas
de unién al eje PD-L1, incluyendo los anticuerpos anti-PD-L1, tales como MPDL3280A. La expresion de PD-L1 en
células inmunitarias infiltrantes de tumor y en células tumorales se asocié con SG, SSP y TRG en pacientes con CPNM
tratados con MPDL3280A. Por ejemplo, en base a estos resultados, se podria seleccionar un paciente para su
tratamiento con un antagonista de unién al eje PD-L1 en base a la expresién de PD-L1 en células inmunitarias
infiltrantes de tumor y/o células tumorales. En particular, se predice que los pacientes con una clasificacion IHQ CT3
o una CI3 responden al tratamiento con un antagonista de unién al eje PD-L1.

Ejemplo 3: Los tumores caracterizados por células inmunitarias infiltrantes de tumor positivo para PD-L1 y
los tumores caracterizados por células tumorales positivas para PD-L1 representan subpoblaciones
biolégicamente distintas de CPNM

Para comprender cémo la expresiéon de PD-L1 tanto en células inmunitarias infiltrantes de tumor como en células
tumorales era predictiva de la respuesta al tratamiento con antagonistas de union al eje PD-L1, tales como el
anticuerpo anti-PD-L1 MPDL3280A, se estudiaron las subpoblaciones CI3 y CT3 por analisis histopatologicos y de
expresion génica.

La presencia de células inmunitarias infiltrantes de tumor fue necesaria, pero no suficiente, para reflejar la positividad
para PD-L1 en los criterios de diagnéstico de IHQ en CI (figura 4). Se observé un infiltrado de células inmunitarias en
pacientes en los que sus tumores se clasificaron como CT3 en base a la IHQ para PD-L1, aungque en menor grado en
comparacion con los tumores que se clasificaron como CI3 en base a la IHQ para PD-L1 (figura 5A). El infiltrado de
células inmunitarias presente en los pacientes con CT3, aunque presente, fue, en gran medida, negativo para PD-L1
(figura 5A). La subpoblacién CT3 se pudo dividir ademas en poblaciones que mostraron altos niveles de niveles de
expresion de ARNm de CD68 o bajos niveles de niveles de expresion de ARNm de CD68 (figura 5B). La expresién de
ARNmM de CD8se incrementd en las muestras de tumor tanto con CT3 como con CI3 en comparacién con las muestras
de tumor negativo para PD-L1 (figura 5C).

Las muestras de tumor de CPNM con una clasificacion IHQ CT3 mostraron distintos rasgos caracteristicos
histopatologicos en comparacion con las muestras de tumor con una clasificacion IHQ CI3 (figuras 6A-6B). Las
muestras de tumor se analizaron usando tincion con hematoxilina y eosina (Hy E). Los tumores con CT3 presentaron
un microentorno tumoral desmoplasico y esclerético con pocas células inmunitarias infiltrantes de tumor intraepiteliales
y estromales, mientras que los tumores con CI3 demostraron una alta frecuencia de infiltrados de células inmunitarias
dentro del tumor, estroma e interfase tumor/estroma, con de minima a ninguna reaccién esclerética (figuras 6A-6B).
Cuando estuvieron presentes, los infiltrados de células inmunitarias se localizaron principalmente en el estroma
circundante. De acuerdo con la histopatologia, los tumores con CT3 mostraron un nivel de expresioén incrementado de
genes de colageno (COL6ATy COL6A2) en comparacion con los tumores negativos para PD-L1 y tumores con CI3
(figuras 7 18A y 18B). Los tumores que eran CTO y CIO (aproximadamente un 35 % de las muestras de CPNM)
mostraron de poca a ninguna evidencia de infiltracion o activacion de células inmunitarias, lo que es consecuente con
la ignorancia inmunolégica.

Se realizé un analisis de expresion génica usando un panel inmunoldogico de NanoString personalizado que
comprendia 798 genes inmunomediados anotados de forma personalizada para determinar los patrones de expresion
de firmas inmunoldgicas en muestras de tumor de CPNM en los subtipos Cl y CT (figura 8). Las muestras de tumor
de CPNM con una clasificacién IHQ CI3 tenian niveles de expresién de ARNm incrementados de CD8y CXCL9 (figuras
9A-9B). Las muestras de tumor de CPNM con una clasificacién IHQ CI3 también tenian expresién incrementada de
firmas génicas en linfocitos B (figura 12A), asi como firmas génicas en linfocitos citoliticos naturales (NK) (figura 12B).
Las firmas génicas en linfocitos B incluyeron los genes CD19, MS4A1y CD79A. Las firmas génicas en linfocitos NK
incluyeron KLRB1, KLRC1, KLRC2, KLRC3, KLRD1, KLRF1, KLRG1, KLRK1, NCAM1, PRF1, NCR1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DS2, KIR3DL1, FCGR3A, MICA y MICB. Por lo tanto, las muestras de tumor con CI3 se
caracterizan por un nivel de expresion incrementado de un conjunto de biomarcadores que incluye CD8, CXCL9,
genes de linfocitos B y genes de linfocitos NK.

Las muestras de tumor de CPNM con una clasificacién IHQ CT3 tenian niveles de expresion incrementados de STAT1
y MEK en comparacion con los tumores negativos para PD-L1 y los tumores con CI3 (figuras 10A-10B). Se determind
que los niveles de expresion de JAK1 eran mayores en los tumores positivos para PD-L1 en comparacion con tumores
negativos para PD-L1 (figura 10C). Sin embargo, a pesar de la sefializacion por STAT activa, algunas lineas de células
tumorales no regulan por incremento PD-L1 en respuesta al interferén gamma (IFNy) (figura 10D). Por lo tanto, las
muestras de tumor de CPNM con CT3 se caracterizan por un nivel de expresién incrementado de STAT, MEK 'y JAK1.

Las muestras de tumor de CPNM con una puntuacién IHQ CT3 tenian niveles de expresion significativamente
incrementados de PD-L1 en comparacion con las muestras de tumor con CI3 y muestras de tumor con CTO y CIO
como se evalla por secuenciacién de ARN (figura 17A). La expresién de PD-L2 fue consecuente entre las poblaciones
de muestras de tumor con CT3 y CI3 como se evalla por secuenciacion de ARN (figura 17B).
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El analisis de NanoString también mostré que las muestras de tumor positivo para PD-L1 (incluyendo CT3 y CI3)
tenian niveles de expresion elevados de genes en la firma génica en Terr, que incluian CD8A, GZMA, GZMB, IFNG,
EOMES, PRF1, CXCL9, CXCL10y TBX21, en comparacién con muestras de tumor negativo para PD-L1 (figura 13A).
La secuenciacion de ARN mostré que los tumores con CI3, en particular, se caracterizaron por una alta expresion de
marcadores de firmas en Tet (figura 13D). La secuenciacion de ARN confirmé que los tumores con CI3 tenian expresién
incrementada de /IFNG, GZMB y CXCL9 (figuras 13E-13F). Sin estar ligados a la teoria, estos resultados sugirieron
que la expresién de PD-L1 en Cl se regula por mecanismo(s) mediado(s) por interferon gamma (IFNG) adaptativo, lo
que refleja una inmunidad preexistente. También se determiné el nivel de expresidn de la firma génica en MDSC (que
incluyé ITGAM, CD33, ARG1, NOS1, CD68, CD163, LAIR1 e IL34) (figura 13B). También se determiné el nivel de
expresion de la firma génica en Th2 (que incluyé /L13, IL4, GATAS, IL5, CXCR4, CCR3y CCR4) (figura 13C).

En base a estos datos, el CPNM se puede clasificar en distintos subconjuntos moleculares e histopatoldgicos que
definen la sensibilidad al tratamiento con el tratamiento dirigido a PD-L1. Aunque la expresion de PD-L1 en células
inmunitarias infiltrantes de tumor y/o células inmunitarias puede conferir sensibilidad a MPDL3280A, el contexto
inmunologico y la respuesta al tratamiento pueden diferir.

Ejemplo 4: Biomarcadores sustitutos para predecir la respuesta de los pacientes con CPNM a los antagonistas
de unién al eje PD-L1

Se evaluaron biomarcadores farmacodinamicos y predictivos circulantes en cuanto al tratamiento con antagonistas de
unién al eje PD-L1 (por ejemplo, anticuerpos anti-PD-L1, tales como MPDL3280A).

Los marcadores asociados a interferon gamma (IFNy) interleucina 18 e ITAC mostraron niveles de expresion
incrementados después del tratamiento de pacientes con CPNM con MPDL3280A (figuras 14A-14B). Por lo tanto,
estas proteinas representan biomarcadores farmacodinamicos en cuanto a la respuesta a los antagonistas de unién
al eje PD-L1.

Se usé el panel inmunoldgico de NanoString que comprende 798 genes inmunomediados anotados de forma
personalizada para evaluar si los niveles de expresion de biomarcadores en leucocitos monomorfonucleares en la
sangre periférica (PBMC) se asociaban con el tratamiento con antagonistas de union al eje PD-L1 (por ejemplo,
anticuerpos anti-PD-L1, tales como MPDL3280A). La poblacion de pacientes para este estudio incluyd pacientes con
CPNM, asi como pacientes de cancer de vejiga urotelial (CVU), melanoma, cancer de mama y carcinoma de células
renales (CCR) que se trataron con MPDL3280A. Se evalué la asociacién entre la expresién de ARNm de PD-L1 y
PD-1 de referencia en PBMC con respuesta al tratamiento con MDP3280A en pacientes con CPNM (figuras 15A-
15C). Los niveles de expresidon de ARNm de referencia de firmas génicas en linfocitos NK (figura 16A) y células
mieldégenas (figura 16B) en PBMC se asociaron con la respuesta de los pacientes con CPNM al tratamiento con
MPDL3280A. La firma génica en linfocitos NK incluyd los genes KLRB1, KLRC1, KLRC2, KLRC3, KLRD1, KLRF1,
KLRG1, KLRK1, NCAM1, PRF1, NCR1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DS2, KIR3DL1, FCGR3A, MICA y MICB.
Las firmas génicas en células mieldgenas incluyeron los genes /L1B, /L8 y CCL2. Los niveles de expresion
incrementados de firmas génicas en células mieldgenas inmunodepresoras se asociaron con la progresion, mientras
que los niveles de expresion incrementados de linfocitos NK citotoxicos se asociaron con la respuesta a MPDL3280A.

Por lo tanto, los genes en la firma génica en linfocitos NK representan biomarcadores predictivos de la respuesta de
los pacientes con CPNM al tratamiento con un antagonista de union al eje PD-L1, con un nivel de expresién
incrementado que indica una probabilidad incrementada de respuesta al tratamiento. Los genes en la firma génica en
células mieldgenas representan biomarcadores predictivos de la respuesta de los pacientes con CPNM al tratamiento
con un antagonista de unién al eje PD-L1, con un nivel de expresion incrementado que indica una probabilidad
disminuida de respuesta al tratamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Un antagonista de unién a PD-L1 para su uso en el tratamiento de un paciente que padece un carcinoma de pulmén
no microcitico, en el que se ha determinado que una muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de
expresion detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de las células tumorales en la muestra de tumor, en el que el
antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo, en el que el anticuerpo es atezolizumab, y en el que el nivel de
expresion de PD-L1 es un nivel de expresién de proteinas.

2. El antagonista de unién a PD-L1 para su uso de la reivindicacion 1, en el que la muestra de tumor obtenida del
paciente tiene un nivel de expresion detectable de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor que comprenden
menos de un 10 % de la muestra.

3. El antagonista de union a PD-L1 para su uso de la reivindicacion 1 o 2, en el que el antagonista de unién a PD-L1
se formula para su uso en combinacion con un segundo agente terapéutico, opcionalmente en el que el segundo
agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste en un agente citotdxico, un agente inhibidor del crecimiento,
un agente radioterapico, un agente antiangiogénico y combinaciones de los mismos.

4. Un procedimiento para (i) determinar si es probable que un paciente que padece un carcinoma de pulmoén no
microcitico responda al tratamiento que comprende un antagonista de union a PD-L1 o (ii) predecir la reactividad de
un paciente que padece un carcinoma de pulmdn no microcitico al tratamiento que comprende un antagonista de unién
a PD-L1, comprendiendo el procedimiento: determinar el nivel de expresion de PD-L1 en células tumorales en una
muestra de tumor obtenida del paciente, en el que un nivel de expresion detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de
las células tumorales en la muestra de tumor indica que es probable que el paciente responda al tratamiento que
comprende un antagonista de unién a PD-L1, en el que el antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo, en el que
el anticuerpo es atezolizumab, y en el que el nivel de expresion de PD-L1 es un nivel de expresion de proteinas.

5. Un procedimiento para seleccionar un tratamiento para un paciente que padece un carcinoma de pulmén no
microcitico, comprendiendo el procedimiento: determinar el nivel de expresién de PD-L1 en células tumorales en una
muestra de tumor obtenida del paciente, y seleccionar un tratamiento que comprende un antagonista de unién a PD-
L1 para el paciente en base a un nivel de expresion detectable de PD-L1 en un 50 % o mas de las células tumorales
en la muestra de tumor, en el que el antagonista de unién a PD-L1 es un anticuerpo, en el que el anticuerpo es
atezolizumab, y en el que el nivel de expresién de PD-L1 es un nivel de expresién de proteinas.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que el procedimiento comprende ademas determinar el nivel de
expresion de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes de tumor en la muestra de tumor obtenida del paciente,
opcionalmente en el que la muestra de tumor obtenida del paciente tiene un nivel de expresidon detectable de PD-L1
en células inmunitarias infiltrantes de tumor que comprenden menos de un 10 % de la muestra.

7. El antagonista de union a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o el procedimiento de
una cualquiera de las reivindicaciones 4-6, en el que:

(i) la muestra de tumor obtenida del paciente comprende una poblacién de fibroblastos y/o miofibroblastos;
(i) la muestra de tumor obtenida del paciente comprende un estroma deficiente en células y/o colagenizado;
ylo

(iii) la muestra de tumor tiene un nivel de expresién incrementado de colageno, STAT1 o MEK en relacién con una
muestra de tumor de referencia.

8. El antagonista de unién a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3y 7, o el procedimiento
de una cualquiera de las reivindicaciones 4-7, en el que el antagonista de union a PD-L1 inhibe la union de PD-L1 a
uno o mas de sus compafieros de union a ligando, opcionalmente en el que el antagonista de unién a PD-L1 inhibe la
union de PD-L1 a PD-1, B7-1 o tanto a PD-1 como B7-1.

9. El antagonista de unién a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, 7-8, 0 el procedimiento
de una cualquiera de las reivindicaciones 4-8, en el que el carcinoma de pulmén no microcitico es un carcinoma de
pulmén no microcitico localmente avanzado o metastasico.

10. El antagonista de union a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3y 7-8, o el procedimiento
de una cualquiera de las reivindicaciones 4-9, en el que la muestra de tumor es una muestra de tumor fijada con formol
e incluida en parafina (FFPE), una muestra de tumor de archivo, una muestra de tumor en fresco 0 una muestra de
tumor congelada.

11. El antagonista de union a PD-L1 para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 y 7-10, o el
procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4-10, en el que:
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(i) el nivel de expresion de proteinas de PD-L1 se determina usando un procedimiento seleccionado del grupo que
consiste en inmunohistoquimica (IHQ), inmunofluorescencia, citometria de flujo e inmunoelectrotransferencia;
opcionalmente en el que el nivel de expresidn de proteinas de PD-L1 se detecta usando un anticuerpo anti-PD-L1.
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