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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-PD-1 y su uso
Antecedentes de la invencién
Campo técnico

La presente invencion pertenece al campo de la biomedicina y se refiere a anticuerpos o fragmentos de los mismos
que se unen especificamente a PD-1 con alta afinidad. La invencién proporciona moléculas de acido nucleico que
codifican los anticuerpos o los fragmentos de unidn a antigeno de los mismos de acuerdo con la presente invencion,
vectores de expresion y células hospedadoras para expresar los anticuerpos o los fragmentos de unién a antigeno de
los mismos de acuerdo con la presente invencion, asi como métodos para producir los anticuerpos o los fragmentos
de unién a antigeno de los mismos de acuerdo con la presente invencién. La presente invencion también proporciona
inmunoconjugados y composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos o los fragmentos de unién a
antigeno de los mismos de acuerdo con la presente invencién. La presente divulgacion proporciona adicionalmente
métodos para tratar una pluralidad de enfermedades (que comprenden canceres, enfermedades infecciosas y
enfermedades inflamatorias) mediante el uso de los anticuerpos o los fragmentos de unién a antigenos de los mismos
divulgados en el presente documento.

Descripcion de la técnica relacionada

La proteina 1 de muerte celular programada, PD-1, es un miembro de la familia CD28 y un receptor inmunosupresor
expresado en las superficies de las células T y las células B activadas (Yao, Zhu et al., Advances in target cell surface
signaling molecules for Immune modulation. Nat Rev Drug Discov, 2013,12 (2): 130-146). Este receptor puede unirse
a sus ligandos PD-L1 y PD-L2 para reducir eficazmente la respuesta inmune que involucra a las células T. Las células
tumorales pueden escapar de la vigilancia inmunolégica dentro del cuerpo a través de la alta expresion de PD-L1
(Okazaki y Honjo, PD-1 and PD-1 ligands: from discovery to clinical application. International Immunology, 2007, 19
(7): 813-824 2007). La interaccion entre PD1 y PD-L1 puede bloguearse para mejorar significativamente la actividad
de destruccion de tumores de las células T citotéxicas CD8+.

PD-1 se expresa principalmente en la superficie de células T CD4+, células T CD8+, células NKT, células B y los
monocitos activados. La expresion de PD-1 es inducida principalmente por las sefiales del receptor de células T (TCR)
o del receptor de células B (BCR). El TNF puede potenciar la expresion de PD-1 en las superficies de estas células
(Francisco, Sage et al., The PD-1 pathway intolerence and autoimmunity. Immunol Rev, 2010, 236: 219-242). La PD-
1 humana esta codificada por el gen Pdcd1, que se encuentra en 2q37.3 y tiene 9,6 kb. Comprende cinco exones y
cuatro intrones y secuencia arriba comprende un promotor de 663 pb. La estructura molecular de PD-1 comprende la
region extracelular, la region transmembrana y la region intracelular. Las secuencias de aminoacidos en la region
extracelular tienen un 24% de homologia con CTLA-4 y un 28% de homologia con CD28. Su gen tiene principalmente
siete sitios polimérficos de un solo nucleodtido. La region extracelular comprende un dominio estructural de IgV variable
de inmunoglobulina. La region intracelular comprende dos motivos de transduccion de sefiales basados en tirosina-
ITIM (motivo inhibidor inmunorreceptor basado en tirosina) e ITSM (motivo de conversion inmunorreceptor basado en
tirosina). Una vez que se activan las células T, PD-1 se asociara con la tirosina fosfatasa SHP2 principalmente a través
del motivo ITSM para causar la desfosforilacion de las moléculas efectoras, incluidas CD3¢, PKC8 y ZAP70, etc.

Existen dos ligandos de PD-1: PD-L1 y PD-L2. PD-L1 también se conoce como B7H1 o CD274 y PD-L2 se conoce
como B7DC o CD273. El gen PD-L se encuentra en el locus de 9p24.2 del cromosoma humano con un tamafio de 42
kb. Estos ligandos tienen una homologia del 21-27% en la secuencia de aminoacidos y similitud estructural con B7-1,
B7-2 e ICOSL. Los ligandos de PD-1 comprenden todos un dominio estructural de region variable similar a la
inmunoglobulina, un dominio estructural similar a la region constante, una region transmembrana y una cola de
citoplasto corta. La cola del citoplasto de PD-L1 estda mas conservada que aquella de PD-L2. PD-L1 y PD-L2 se
expresan en diferentes poblaciones de células (Shimauchi, Kabashima et al., Augmented expression of programmed
death-1 in both neoplastic and non-neoplastic CD4+ T cells in adult T cell leukemia/lymphoma. Int J Cancer, 2007, 121
(12): 2585-2590). Estas células incluyen tejido no hematopoyético y una variedad de tipos de tumores. PD-L1 se
expresa principalmente en células T, células B, células dendriticas, macréfagos, células madre mesenquimales y
mastocitos derivados de la médula 6sea. PD-L1 también se expresa en las células no derivadas de la médula 6sea,
tales como las células endoteliales vasculares, las células epiteliales, las células del musculo esquelético, los
hepatocitos, las células epiteliales tubulares renales, las células de los islotes, los astrocitos cerebrales y varios tipos
de tumores no linfoides tales como como melanoma, cancer de higado, cancer de estbmago, carcinoma de células
renales, asi como expresada en las células en los sitios inmunoldgicamente privilegiados tales como la placenta, y los
ojos. Se ha sugerido que PD-L1 puede ser extensa hasta cierto grado en la regulacion de las células T autorreactivas,
las células B y la tolerancia inmunitaria y puede desempefiar un papel en la respuesta de las células T y las células B
del tejido periférico. Sin embargo, la PD-L2 tiene una region de expresion muy limitada y existe solo en macroéfagos y
células dendriticas. Se cree que PD-L1 juega un papel principalmente en la presentacion inmunitaria.
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PD-1 y PD-L1 interactuan entre si para regular y controlar la activacion de las células T, lo que ha sido validado por
muchos en tumores e infecciones virales. PD-L1 se expresa en las superficies de varias células tumorales que incluyen
cancer de pulmén, cancer de higado, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de piel, cancer de vejiga,
cancer de colon, cancer de mama, glioma, carcinoma renal, cancer de estdbmago, cancer de esdfago, cancer de células
escamosas orales y cancer de cabeza/cuello. Hay una gran cantidad de células T CD8+ que expresan PD-L1 que se
encuentran alrededor de estos canceres. Las estadisticas clinicas revelan que el alto nivel de expresion de PD-L1 en
las células cancerosas esta relacionado con el mal prondstico de los pacientes con cancer (Okazaki y Honjo 2007.
Citado mas arriba).

Muchos virus crénicos y agudos también escapan a la vigilancia inmunolégica del cuerpo a través de las sefiales de
PD-1 y PD-L1. Por ejemplo, el nivel de expresion de PD-1 en pacientes infectados por el VIH esta estrechamente
relacionado con el grado de agotamiento de las células T y puede usarse como uno de los marcadores de la progresion
del SIDA (Trabattoni, Saresella et al., B7-H1 is up-regulated in HIV infection and is a novel surrogate marker of disease
progression. Blood, 2003, 101 (7): 2514-2520). Es el mismo caso para los pacientes diagnosticados con hepatitis B
cronica (Evans, Riva et al Programmed death 1 expression during antiviral treatment of chronic hepatitis B: Impact of
hepatitis B e-antigen seroconversion. Hepatology, 2008, 48 (3 ): 759-769). Las pruebas con animales revelaron que
los ratones cuyo gen PD-1 ha sido eliminado pueden controlar la infeccidn por virus mejor que los ratones normales;
y se puede inducir hepatitis si las células T especificas de HBV se transfieren a los animales transgénicos con HBV.
Los documentos WO2006/121168 A1, W0O2009/024531 A1, WO2010/036959 A2, WO2010/029435 A1, EP2172219
A1, W0O2008/156712 A1, WO2011/110604 A1 y WO2011/110621 A1 describen anticuerpos anti-PD-1 y usos
terapéuticos de los mismos.

Breve resumen de la invencién

Como se especifica en las reivindicaciones, la presente invencion se refiere a un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento
de unién a antigeno del mismo que puede unirse a la proteina 1 de muerte celular programada (PD-1) y comprende
la SEQ ID NO: 33y la SEQ ID NO: 34.

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo o el fragmento funcional del mismo que comprende una CDR de
cadena pesada seleccionada de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, 2, 3, 7, 8, 9, 13, 14, 15 o cualquier
variante de dicha secuencia, y/o una CDR de cadena ligera seleccionada de la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 4, 5, 6, 10, 11, 12, 16, 17, 18 o cualquier variante de dicha secuencia.

En algunos casos, el anticuerpo o el fragmento funcional del mismo comprende
a) secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada seleccionadas de cualquiera de los siguientes grupos de
varias secuencias de aminoacidos o sus variantes:

HCDR1 HCDR2 HCDR3
A SEQID NO: 1 SEQID NO: 2 SEQID NO: 3
B SEQIDNO: 7 SEQID NO: 8 SEQID NO: 9
Cc SEQID NO: 13 SEQ ID NO: 14 SEQID NO: 15

y/o secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera seleccionadas de cualquiera de los siguientes grupos de

varias secuencias de aminoacidos y sus variantes:

LCDR1 LCDR2 LCDR3
A SEQID NO: 4 SEQID NO: 5 SEQID NO: 6
B SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 11 SEQID NO: 12
Cc SEQID NO: 16 SEQID NO: 17 SEQID NO: 18

En algunos casos, las secuencias de aminoacidos de las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada, asi como las
CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera del anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente
invencion se seleccionan de cualquiera de los siguientes grupos de diversas secuencias de aminoacidos o sus
variantes:

HCDR1 HCDR2 HCDR3 LCDR1 LCDR2 LCDR3
A | SEQID NO: 1 SEQID NO: 2 SEQIDNO:3 | SEQIDNO: 4 SEQIDNO:5 | SEQIDNO:6
B | SEQIDNO: 7 SEQID NO: 8 SEQIDNO:9 | SEQIDNO:10 | SEQIDNO: 11| SEQIDNO: 12
C | SEQIDNO:13 | SEQIDNO:14 | SEQIDNO: 15| SEQIDNO: 16 | SEQID NO: 17 | SEQID NO: 18

En algunos casos, el anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente divulgacion comprende
a) una region variable de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos
SEQ ID NO: 19, 21, 23 y cualquier variante de la SEQ ID NO: 19, 21 o0 23 y/o b) una region o regiones variables de la
cadena ligera seleccionada de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 20, 22, 24 o cualquier variante de dicha
secuencia.
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En un caso, dicha region variable de la cadena pesada es la SEQ ID NO: 19 o cualquier variante de la misma y dicha
cadena ligera es la SEQ ID NO: 20 o cualquier variante de la misma.

En otro caso, dicha regién variable de la cadena pesada es la SEQ ID NO: 21 o su variante y dicha region variable de
la cadena ligera es la SEQ ID NO: 22 o cualquier variante de la misma.

En otro caso, dicha region variable de la cadena pesada es la SEQ ID NO: 23 o cualquier variante de la misma y dicha
region variable de la cadena ligera es la SEQ ID NO: 24 o cualquier variante de la misma.

Como se especifica en las reivindicaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo
con la presente invencion esta humanizado. El anticuerpo o fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente
divulgacion puede ser un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo completamente humano.

El anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente divulgacion puede humanizarse. Los
expertos en la técnica conocen en general métodos para preparar anticuerpos humanizados. Por ejemplo, la secuencia
de CDR de acuerdo con la presente invencion puede transferirse a la region variable de un anticuerpo humano para
preparar el anticuerpo anti-PD-1 humanizado de la presente invencion. Dicho anticuerpo humanizado no producira
una respuesta anti-anticuerpos (AAR) ni una respuesta de anticuerpos humanos anti-ratén (HAMA), y no se eliminara
rapidamente debido a la neutralizacién por anti-anticuerpo y desempefiara un papel de efecto inmunolégico tal como
los efectos ADCC y CDC.

En algunos casos, el anticuerpo PD-1 humanizado o el fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente
divulgacion comprende a) una region variable de la cadena pesada seleccionada del grupo que consta de las
secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 33, 35, 36 y cualquier variante de la SEQ ID NO: 33, 35 o 36, y/o b) una
region variable de la cadena ligera seleccionada de la SEQ ID NO: 34, 37 y cualquier variante de la SEQ ID NO: 34 o
37.

El anticuerpo humanizado o el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la presente invencion
comprende la SEQ ID NO: 33 (region variable de la cadena pesada) y la SEQ ID NO: 34 (region variable de la cadena
ligera).

En otro caso del anticuerpo humanizado o el fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente divulgacion,
dicha region variable de la cadena pesada es la SEQ ID NO: 35 o su variante y dichas regiones variables de la cadena
ligera es la SEQ ID NO: 34 o su variante.

En otro caso del anticuerpo humanizado o el fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente divulgacion,
dicha region variable de la cadena pesada es la SEQ ID NO: 36 o su variante y dicha regién variable de la cadena
ligera es la SEQ ID NO: 34 o su variante.

En otro caso del anticuerpo humanizado o los fragmentos funcionales del mismo de acuerdo con la presente
divulgacién, dicha region variable de la cadena pesada es la SEQ ID NO: 35 o su variante y dicha region variable de
la cadena ligera es la SEQ ID NO: 37 o su variante.

La presente invencién también proporciona una molécula de acido nucleico separada que codifica el anticuerpo o el
fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la presente invencion. Una molécula de acido nucleico de
acuerdo con la presente invencion puede comprender la SEQ ID NO: 38 y 39. La presente divulgacion proporciona
una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada por cualquiera de la SEQ ID
NO: 25-30, 38-42 o cualquier combinacién de las mismas.

La presente invencion también proporciona un vector de expresion que comprende dicha molécula de acido nucleico
de la presente invencion asi como una célula huésped que comprende dicho vector de expresion.

La presente invencion proporciona métodos para producir anticuerpos anti-PD-1 o los fragmentos de unién a antigeno
de los mismos, que comprende: cultivar dichas células huésped de acuerdo con la presente invencion bajo la condicion
de permitirle producir dichos anticuerpos o los fragmentos de union a antigeno de los mismos, asi como la recuperacion
de dichos anticuerpos o los fragmentos de unién a antigeno de los mismos producidos de esta manera.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo o el fragmento
de unién al antigeno de acuerdo con la presente invencién que se conjuga con un agente terapéutico. Como se
especifica en las reivindicaciones, dicho agente terapéutico es una toxina, radioisétopo, farmaco o agente citotoxico.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o el fragmento
de unidn a antigeno del mismo de acuerdo con la presente invencién, asi como un vehiculo farmacéutico.

La presente invencién proporciona ademas el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo con
la reivindicacion 1 o una composiciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del
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mismo, para uso en un método para prevenir o tratar enfermedades o afecciones mediante la eliminacién, inhibicién o
disminuir la actividad de PD-1, en el que las enfermedades o afecciones son canceres.

Por otro lado, la presente divulgacion proporciona un método utilizado para prevenir o tratar enfermedades o
afecciones mediante la eliminacion, inhibicién o disminucién de la actividad de PD-1, que comprende la administracion
de una dosis de tratamiento eficaz del anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de acuerdo con la presente
invencion, acido nucleico, vector de expresion, célula huésped, inmunoconjugado o composicion farmacéutica a un
sujeto que lo necesite, en el que: dichas enfermedades o afecciones se seleccionan del grupo que consiste en
canceres, enfermedades infecciosas y enfermedades inflamatorias. Dichos canceres se seleccionan preferiblemente
del grupo que consiste en melanoma, cancer renal, cancer de préstata, cancer de mama, cancer de colon, cancer de
pulmon, cancer de huesos, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma maligno cutaneo
o intraocular, cancer de utero, cancer de ovario, cancer de recto, cancer de region anal, cancer de estomago, cancer
de testiculo, cancer de Utero, cancer de trompas de Falopio, cancer de endometrio, cancer de cuello uterino, cancer
de vagina, cancer de vulva, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, cancer de eso6fago, cancer de intestino
delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de tiroides, cancer de paratiroides, cancer suprarrenal, sarcoma de
tejidos blandos, cancer de uretra, cancer de pene, leucemia crénica o aguda que incluye leucemia mieloide aguda,
leucemia mieloide cronica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica cronica, tumores sdlidos durante la
infancia, linfoma linfocitico, cancer de vejiga, cancer de rifién o de uréter, cancer de pelvis renal, vegetacion del sistema
nervioso central, linfoma del sistema nervioso central primario, angiogénesis tumoral, tumores del eje espinal, glioma
de tronco encefalico, adenoma pituitario, sarcoma de Kaposi, carcinoma epidermoide, cancer de células escamosas,
linfoma de células T, canceres inducidos por el medio ambiente que incluyen los inducidos por amiantos y la
combinacién de dichos canceres, dichas enfermedades infecciosas se seleccionan preferiblemente de VIH, influenza,
herpes, giardiasis, malaria, leishmaniosis, infecciones patégenas causadas por los siguientes virus: virus de la hepatitis
(hepatitis A, B y C), virus del herpes (tal como VZV, HSV-1, HAV-6, HSV-Il y CMV, virus de Epstein Barr), adenovirus,
virus de la influenza, flavivirus, ecovirus, rinovirus, virus Coxsackie, coronavirus, virus sincitial respiratorio, virus de las
paperas, rotavirus, virus del sarampion, virus de la rubéola, parvovirus, virus vaccinia, Virus HTLV, virus del dengue,
virus del papiloma, virus del molusco, virus de la polio, virus de la rabia, virus JC y virus de la encefalitis arboviral,
infecciones patdgenas por las siguientes bacterias: clamidia, Rickettsia, mico bacterias, estafilococos, estreptococos,
neumococos, meningococos y conococos, Klebsiella, Proteus, Serratia, Pseudomonas, Legionella, difteria, salmonela,
tuberculosis, célera, tétanos, botulismo, antrax, peste, leptospirosis y bacterias de la enfermedad de Lyme, infecciones
patégenas por los siguientes hongos: Candida (Candida albicans, Candida krusei, Candida glabrata, Candida
tropicalis, etc.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (Fumigatus, Aspergillus niger, etc.), género de Mucor (Mucor,
Absidia, Rhizopus), Sporothrix schenckii, dermatitis por levaduras , Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis
e Histoplasma capsulatum, infecciones patdgenas por los siguientes parasitos: Entamoeba histolytica, Colon
balantidium, gusanos de Fernando, espina de ameba, ventosa Giardia, Cryptosporidium, Pneumocystis carinii, P.
vivax, campafoles Babesia, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii y
Nippostrongylus brasiliensis, dichas enfermedades inflamatorias se seleccionan preferiblemente de encefalomielitis
aguda diseminada, enfermedad de Addison, espondilitis anquilosante, sindrome de anticuerpos antifosfolipido, anemia
hemolitica autoinmune, hepatitis autoinmune, artritis, enfermedad de Behget, Ulceras ampollosas bullosas,
enfermedad celiaca, enfermedad de Chagas, enfermedad de Crohn, dermatomiositis, diabetes tipo 1, sindrome
hemorragico-nefritico pulmonar, enfermedad de injerto contra huésped, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain
- Barre, enfermedad de Hashimoto, sindrome de hiperinmunoglobulina E, purpura trombocitopénica idiopatica, lupus
eritematoso, esclerosis multiple, miastenia grave, pénfigo, anemia perniciosa, polimiositis, cirrosis biliar primaria,
enfermedad de psoriasis, artritis reumatoide, sindrome de Sjogren, arteritis temporal, vasculitis y granulomatosis de
Wegener.

La presente divulgacion también proporciona los usos del anticuerpo o el fragmento funcional del mismo de acuerdo
con la presente divulgacion, acido nucleico, vector de expresion, célula huésped, inmunoconjugado o composicion
farmacéutica en la preparacion de farmacos para el tratamiento de enfermedades o afecciones.

Breve descripcion de las diversas vistas de los dibujos

La Figura 1 muestra el tamario de la proteina de la region estructural extracelular de PD-1 derivada de humano (hu) y
Macaca fascicularis (cyno) como lo indica SDS-PAGE.

La Figura 2 muestra la combinacién de rh-PD-L1 marcada con biotina y células T humanas medidas por citometria de
flujo.

La Figura 3 muestra que el control de PD-L1, Clon 1, 10, 11, 55 y 64 bloquean la unién entre PD-1 en la superficie
celular con el ligando PD-L1 medido por citometria de flujo.

La Figura 4 muestra la unién del control de anticuerpos, Clon 1, 10, 11, 55y 64 con PD-1 asi como con otros miembros
de la familia de CD28 (ICOS, CTLA-4 y CD28).

La Figura 5 muestra los resultados de los experimentos de estimulacion de la toxina del tétanos que mide la
estimulacion in vitro del anticuerpo quimérico en las células T.

La Figura 6 muestra los niveles de secrecion de IL2 por los Clones hu38 ("38"), hu39 ("39"), hu41 ("41") y hu48 ("48")
(control (conlgG4)) del anticuerpo humanizado medido por el Kit de ensayo de citoquinas CD8+.

La Figura 7 muestra los valores de la fluorescencia de GFP de los Clones 38, 39 y 41 en relacion con el Clon 48 (IgG4
de control) del anticuerpo anti-PD-1 humanizado en experimentos en los que se cultivaron células dendriticas y las
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células MD-MAB-453 modificadas juntas durante 3 dias seguido de la adicién de células T extraidas y cada uno de
los Clones para cultivarlas juntas durante 3 dias adicionales.

La Figura 8 muestra la union entre el anticuerpo humanizado de acuerdo con la presente invencion con las proteinas
PD-1 derivadas de humano, Macaca fascicularis y de raton.

La Figura 9 muestra la comparacion entre las secuencias de PD-1 de humano, Macaca fascicularis (Cyno) y de ratén,
en la que se encuadran las principales diferencias entre la proteina PD-1 de ratén y la proteina PD-1 de humano/
Macaca fascicularis.

La Figura 10 muestra el resultado del experimento de la proliferacion de células T in vitro estimulada por anticuerpos
humanizados: respuesta de memoria a antigenos del tétano.

La Figura 11 muestra el resultado del experimento de la proliferacion de células T in vitro estimulada por anticuerpos
humanizados: respuesta de memoria a antigenos polipeptidicos virales.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos usados en esta patente tienen los mismos significados
que los técnicos ordinarios en la técnica pueden entender. En cuanto a las definiciones y términos de la técnica, los
profesionales pueden referirse especificamente a Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel). La abreviatura de
residuos de aminoacidos emplea una forma del cédigo estandar de 3 letras y/o 1 letra que se usa en el campo para
cada uno de los 20 L-aminoacidos comunmente usados.

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo anti-PD-1 y un fragmento funcional del mismo, que puede unirse a
la proteina 1 de muerte celular programada (PD-1). El anticuerpo y el fragmento funcional del mismo de acuerdo con
la presente divulgacion tiene al menos una de las siguientes caracteristicas: la capacidad de bloquear la interaccion
entre PD-1y PD-L1 a través de alta afinidad, o unirse a PD-1 con alta especificidad pero no a otros miembros de la
familia CD28 (tales como ICOS, CTLA-4 y CD28), o activar las células T especificas del tumor para matar las células
tumorales y promover que CD8+ ingrese al tejido del tumor sélido para aumentar en gran medida los niveles de los
efectores inmunes tales como IPNy.

La presente invencion proporciona un anticuerpo anti-PD-1 humanizado y un fragmento de unién a antigeno del
mismo, como se especifica en las reivindicaciones. Dicho anticuerpo humanizado se obtiene mediante el disefio de
simulacion por ordenador del anticuerpo derivado de ratéon producido por ratén inmunizado en combinaciéon con
tecnologia de presentacion en bacteriéfagos. En consecuencia, sus epitopos de unién también se identifican en
funcién de sus caracteristicas de unién con proteinas PD-1 de diversas especies. Excepto por las caracteristicas
ventajosas del anticuerpo anti-PD-1 y el fragmento funcional del mismo descritas anteriormente, dicho anticuerpo anti-
PD-1 humanizado y el fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la presente invencion también se une
a proteinas PD-1 de humanos o Macaca fascicularis por alta afinidad, pero no interactta con la proteina PD-1 derivada
de ratén.

Con la premisa de no influir sustancialmente en la actividad del anticuerpo, los expertos en la técnica pueden
reemplazar, agregar y/o eliminar uno o mas (tal como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9 0 10 o mas) aminoacidos de la secuencia de
acuerdo con la presente divulgacion para producir una variante de la secuencia de dicho anticuerpo o el fragmento
funcional del mismo. Por ejemplo, el aminoacido de la region variable se puede reemplazar por uno de propiedad
similar. La secuencia de dicha variante de acuerdo con la presente divulgacion puede tener una identidad de al menos
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% con su secuencia fuente. Dicha identidad de secuencia descrita en la presente divulgacion
puede medirse mediante un software de analisis de secuencia, por ejemplo, el programa informatico BLAST usando
un parametro predeterminado, especialmente BLASTP o TBLASTN.

El anticuerpo de acuerdo con la presente invencion puede ser de longitud completa (por ejemplo, anticuerpo IgG1 o
IgG4) o comprender solo la parte que se une a un antigeno (por ejemplo, fragmento Fab, F(ab'), o scFv), o un
anticuerpo que ha sido modificado para afectar su funcién. La presente invencion comprende el anticuerpo anti-PD-1
que comprende un patron de glicosilacion modificado. En algunas aplicaciones, es util realizar modificaciones para
eliminar los sitios de glicosilacion indeseables o evitar la parte de fucosa en la cadena de oligosacaridos para, por
ejemplo, mejorar el anticuerpo de la funcién de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). En algunas
otras aplicaciones, la modificacion de la galactosilacion se puede realizar para cambiar la citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC).

Los términos usados en esta patente: "fragmento funcional" se refiere especialmente al fragmento de anticuerpo tal
como el , fragmento Fv, scFv (sc se refiere a una sola hebra), Fab, F(ab')2, Fab', scFv-Fc o diacuerpo, o cualquier
fragmento cuya vida media posiblemente deba aumentarse mediante modificacion quimica o incorporacion al
liposoma. Dicha modificacion quimica es, por ejemplo, la adicion de polialquilenglicol tal como polietilenglicol
("pegilacion, PEGilado") (referido como un fragmento pegilado tal como Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab'),-PEG o
Fab'-PEG) ("PEG" es polialquilenglicol) y dicho fragmento tiene actividad de union a EGFR. Preferiblemente, dicho
fragmento funcional comprende una secuencia parcial de la cadena variable pesada o ligera de su anticuerpo fuente.
Dicha secuencia parcial mantiene suficiente especificidad y afinidad de unidn a antigeno, que son las mismas que las
de su anticuerpo fuente. En cuanto a PD-1, la afinidad es preferiblemente al menos 1/100, y mas preferiblemente al
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menos 1/10, de la afinidad de su anticuerpo fuente. Dicho fragmento funcional comprende al menos 5 aminoacidos y
preferiblemente comprende 10, 15, 25, 50 y 100 aminoacidos continuos de su secuencia de anticuerpo fuente.

Los técnicos expertos en la materia pueden clonar la molécula de ADN que codifica dicho anticuerpo anti-PD-1 de
acuerdo con la presente invencion en un vector y luego transformarlo en una célula huésped. De esta manera, la
presente divulgacion también puede proporcionar un tipo de vector de ADN recombinante, que comprende una
molécula de ADN que codifica dicho anticuerpo anti-PD-1 de acuerdo con la presente invencion.

Preferiblemente, dicho vector de ADN recombinante es un tipo de vector de expresion. Los técnicos expertos en la
materia pueden clonar la molécula de ADN de dicho anticuerpo en el vector de expresion y transformarlo en célula
huésped para obtener el anticuerpo mediante expresion de induccién. El vector de expresién de acuerdo con la
presente invencion comprende la secuencia de ADN codificante de la regién variable de la cadena pesada, la region
variable de la cadena ligera y opcionalmente de la region constante del anticuerpo anti-PD-1. No obstante, en un caso
de la presente divulgacion, también se pueden construir dos tipos de vectores de expresion por separado: uno que
comprende la region variable de la cadena pesada y la region constante y otro que comprende la regién variable de la
cadena ligera y la region constante. En un caso de la presente divulgacion, los dos tipos de vectores de expresion se
introducen luego en el mismo mamifero. En una realizacion preferida, dicho vector de expresion comprende ademas
un promotor y una secuencia de ADN que codifica el péptido sefial secretor, asi como al menos un tipo de gen
resistente a farmacos utilizado para cribar.

Las células huésped de acuerdo con la presente invencion pueden ser células huésped procariotas, células huésped
eucariotas o bacteriéfagos. Dicha célula huésped procariota puede ser de Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Streptomyces o Proteus mirabilis, etc. Dicha célula huésped eucariota puede ser de hongos como Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae, levadura de fision y Trichoderma, células de insectos tales como Spodoptera frugiperda,
células vegetales tales como tabaco, células de mamifero tales como células BHK, células CHO, células COS y células
de mieloma. En algunas realizaciones, las células huésped de acuerdo con la presente invencion son preferiblemente
células de mamifero, mas preferiblemente, células BHK, células CHO, células NSO o células COS.

El término "composicion farmacéutica” utilizado en este documento se refiere a la combinacién de al menos un tipo de
farmaco y vehiculos o excipientes farmacéuticos seleccionados al azar para un propdsito especial. En algunas
realizaciones, dicha composicion farmacéutica incluye las combinaciones, que estan separadas en el tiempo y/o en el
espacio siempre que puedan funcionar sinérgicamente para realizar el propdsito de la presente invencion. Por ejemplo,
los ingredientes contenidos en dicha composicion farmacéutica (por ejemplo, el anticuerpo, molécula de acido
nucleico, combinacion y/o conjugado de molécula de acido nucleico) se pueden administrar al sujeto como un todo o
por separado. En el caso de que los ingredientes contenidos en dicha composicion farmacéutica se administren por
separado al sujeto, se pueden utilizar simultaneamente o a la vez. Preferiblemente, dicho vehiculo farmacéutico es
agua, solucién acuosa tampon, soluciones salinas isotonicas tales como PBS (tampdn de fosfato), glucosa, manitol,
dextrosa, lactosa, almidén, estearato de magnesio, celulosa, carbonato de magnesio, glicerol al 0,3%, acido
hialurénico, etanol o polialquilenglicoles tales como polipropilenglicol, triglicéridos y otros. El tipo de vehiculo
farmacéutico puede seleccionarse basandose en si la composicién de acuerdo con la presente invencion esta
formulada para administrarse por via oral, intranasal, intradérmica, subcutanea, intramuscular o intravenosa. La
composicion de acuerdo con la presente invencion puede comprender un agente humectante, un emulsionante o una
solucién tampon como aditivo.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion puede administrarse por cualquier via apropiada,
por ejemplo, oral, intranasal, intradérmica, subcutanea, intramuscular o intravenosa.

En un aspecto relevante que cae dentro del alcance de las reivindicaciones, la presente invenciéon proporciona una
composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-PD-1 y un segundo agente terapéutico. En una
realizacion que cae dentro del alcance de las reivindicaciones, el segundo agente terapéutico es cualquier agente
ventajoso para combinar con el anticuerpo anti-PD-1. Ejemplos de tales agentes ventajosos para combinar con el
anticuerpo anti-PD-1 incluyen, pero no se limitan a, otros agentes que pueden inhibir la actividad de PD-1 (incluidos
los fragmentos, el inhibidor de péptidos, los antagonistas de molécula pequefia etc., unién a otros anticuerpos o
antigenos) y/o los agentes que pueden interferir con la transduccion de sefiales secuencia arriba o secuencia abajo
de PD-1.

Los términos "prevenir o tratar enfermedades o afecciones mediante la eliminacién, inhibiciéon o disminucién de la
actividad de PD-1" se refieren a las enfermedades o afecciones causadas por la expresion de PD-1 o aquellas
enfermedades o afecciones con los sintomas/caracteristicas de la expresion de PD-1. En algunos casos de la presente
divulgacion, dichas enfermedades o afecciones son canceres o enfermedades infecciosas. Como se especifica en las
reivindicaciones, las enfermedades o afecciones de la invencién son canceres. Dichos canceres incluyen, pero no se
limitan a, cancer de pulmon, cancer de higado, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de piel, cancer de
vejiga, cancer de colon, cancer de mama, glioma, cancer renal, cancer gastrico, cancer de eséfago, carcinoma oral de
células escamosas, cancer de cabeza/cuello. Dichas enfermedades infecciosas incluyen, pero no se limitan a, la
infeccion por VIH y la infeccion por el virus de la hepatitis B.
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El término "dosis de tratamiento eficaz" utilizado en esta patente se refiere a una dosis suficiente para conferir beneficio
al objetivo de aplicacion. La dosis administrada, la velocidad de administracion y la duracion pueden depender de las
condiciones y la gravedad del objetivo a tratar. La prescripcion del tratamiento (por ejemplo, la determinacion de la
dosis) la determina un médico, que puede considerar factores tales como la enfermedad a tratar, el estado del paciente
individual, el lugar de administracion y el método de administracion.

El término "sujeto" utilizado en esta patente se refiere a mamiferos tales como humanos u otros animales, por ejemplo,
animales silvestres (garza, cigliefia, grulla, etc.), ganado (pato, ganso, etc.) o animales de laboratorio (orangutan,
mono, rata, raton, conejo y conejillo de indias, etc.).

Se proporcionan algunos de los siguientes ejemplos para probar y explicar adicionalmente algunas realizaciones
preferidas de acuerdo con la presente invencion. Sin embargo, no deben interpretarse como limitantes del alcance de
la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1. Clonar la region estructural extracelular de PD1 humana en un plasmido de expresion eucariota

Se extrajo el ARN total de células de sangre periférica humana (Centro de Sangre de la Cruz Roja de Beijing) con el
kit de extraccion de ARN Trizol (Invitrogen) y se obtuvo el ADNc con un kit de transcripcion inversa de Invitrogen. El
fragmento extracelular de PD1 se obtuvo mediante amplificacion por PCR del ADNc usando el cebador secuencia
arriba 5-GTACGCTAGCCACCATGCAGATCCCACAGGC-3' (SEQ ID NO: 31) y el cebador secuencia abajo 5-
GATCCTCGAGCCACCAGGGTTTGGAACTG-3' (SEQ ID NO: 32). El producto amplificado fue digerido por Nhel y
Xhol y clonado en el sistema de plasmido de expresion eucariota de pCDNA3.1. Se transfectaron células 293T (ATCC)
con este plasmido durante 3 dias, se recogid el sobrenadante del cultivo celular para purificar h-PD1. También se
extrajo el ARN total de las células de sangre periférica de Macaca fascicularis y el ADNc producido se cloné en el
vector de expresion eucariota.

Como se muestra en la Figura 1, debido a la modificacion postraduccional tal como la glicosilacion, los tamafios de
las proteina de las regiones estructurales extracelulares de PD-1 de PD-1 derivada de humano (hu) y derivada de
Macaca fascicularis (cyno) fueron de aproximadamente 50.000 Dalton después de tincién con azul de Coomassie.

Ejemplo 2. Pruebe la combinacién de la PD-1 en células y el ligando PD-L1
1. Aislar células T de células de sangre periférica humana

Cuando la suspension de células de sangre periférica (Instituto de Sangre de Beijing) fluye a través de una columna
de fibra de nailon (Compafia de Biotecnologia Hede de Beijing, las células B, las células plasmaticas, las células
mononucleares y algunas células auxiliares se adheriran selectivamente a la fibra de nailon, aunque la mayoria las
células T pasan a través de una columna de fibra de nailon y, por lo tanto, producen la poblacién de células T
enriquecida. El procedimiento se describe simplemente de la siguiente manera: tomar una jeringa de vidrio de 50 ml,
extraer el émbolo de la jeringa y colocar una manguera de goma con pinza en la boquilla de la jeringa. Atar algunas
fibras de nailon e insértelas en la jeringa. Fijar la jeringa en el soporte y verter el fluido de cultivo celular RPMI a 37 °C
para pretratar las fibras de nailon. Cerrar la valvula, abrir la valvula después de 0,5 horas para liberar el fluido de cultivo
celular. Diluir el fluido celular que se va a separar con fluido de cultivo RPMI precalentado a una concentracion
apropiada aproximadamente 5,00 x 107 células/ml. Verter el liquido celular en la jeringa y sumergir la columna de fibra
de nailon. Cubrir la jeringa e incubar a 37 °C durante 1 hora. Abrir la abertura inferior, liberar el liquido lentamente (1
gota/min) y recoger en un tubo de centrifuga. Centrifugar a 1000 xg durante 10 minutos para obtener los linfocitos T
deseados.

2. Conjugar proteina recombinante rh-PD-L1 con biotina

Mezclar 100 pg de proteina recombinante rh-PD-L1 (adquirida a través de Sino Biological Inc. de Beijing) con biotina-
acido amino-caproico-NHS (Thermo) disuelto en DMSO en una proporcion molar de 1:4 y mantener la mezcla todavia
a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, pase la mezcla de reaccion a través de la columna de gel G25 (Thermo)
para separar la rh-PD-L1 marcada con biotina y las biotinas libres.

3. Combinar la rh-PD-L1 marcada con biotina con células T humanas

La proteina recombinante rh-PD-L1 conjugada con diferentes concentraciones de biotinas se mezcld con 10° células
T aisladas de acuerdo con el método anterior. La mezcla se incubé a 4 °C durante 15 minutos. Después de lavar tres
veces con PBS, se afhadi6 estreptavidina-aloficocianina (Thermo) (SA-APC) a razén de 0,2 pg/ml y se incubé con la
mezcla a 4 °C durante 20 minutos. Después de lavar tres veces mas con PBS, las muestras se midieron a 660 nm
usando FACSCalibur Beckman Dickson. Como se muestra en la Figura 2, el resultado muestra que la proteina PD-L1
conjugada con biotina puede unirse a las células T.
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Ejemplo 3. Preparacion de anticuerpo anti-rh-PD-1
1. Inmunizacién animal

Se mezclaron 10 yg de proteina recombinante rh-PD-1 de 1 mg/ml como antigeno con adyuvantes inmunes
equivalentes (adyuvante de Freund (Sigma-Aldrich)) y se inmunizaron subcutaneamente tres ratones hembra FVB de
6 semanas de edad. Después de la primera inmunizacién, se administré la misma dosis una vez por semana para
reforzar la inmunizacion.

2. Fusion celular

Después de la ultima inyeccion de inmunizacién mejorada, se recogieron los ganglios linfaticos de la raiz del muslo de
los ratones y se molieron en solucion salina normal. La suspension producida, enriquecida con células B, se fusiono
con las células SP2/0 mediante el método convencional de transferencia electroforética (véase el manual del
electroporador BTX). Las células de fusion se cultivaron en condiciones de 5% de CO,y 37 °C en el medio de cultivo
completo RPMI-1640 que contenia HAT (Sigma) para cultivo.

Ejemplo 4. Experimento de bloqueo del ligando y del receptor

A partir de 20.000 de las lineas celulares de hibridoma monoclonal, se empled la reaccién de marcaje enzimatico
(ELISA) para cribar los 1220 clones de anticuerpos secretados, que pueden unirse a las proteinas PD-1. Cinco de
estos 1220 clones de anticuerpos tenian la capacidad de inhibir la unién entre la PD-L1 marcada con biotina y el
receptor de PD-1 en las células T en diversos grados.

Se incubd 1 ug/ml de cada uno de los cinco anticuerpos descritos anteriormente con 312 ng/ml de rh-PD-L1 marcado
con biotina (concentracion) a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después, la mezcla se incub6 con células T
aisladas de células de sangre periférica humana a 4 °C durante 15 minutos. Después de lavar tres veces con solucion
salina normal se afiadieron 0,2 uyg/ml de SA-APC a la mezcla, y se incubd a 4 °C durante 15 minutos. Después de
lavar tres veces con solucion salina normal, las muestras se midieron con un citometro de flujo de BD para verificar si
los anticuerpos pudieron inhibir la unién de la rh-PD-L1 y el receptor PD-1 en la superficie de la célula T.

Como se muestra en la Figura 3, los clones 1, 10 y 11 pueden bloquear la unién de PD-1 con el ligando PD-L1 en la
superficie celular, mientras que los clones 55 y 64 solo pueden jugar un papel de inhibicion débil.

Ejemplo 5. Unién de los anticuerpos candidatos a otros miembros de la familia CD28

Para probar ademas la especificidad de unién de los clones de anticuerpos candidatos 1, 10, 11, 55 y 64, se uso6 1
pg/ml de rh-PD-1 o los otros miembros de la familia CD28, es decir, ICOS, CTLA-4 y CD28 (R&D System) en la
solucion tampon de carbonato (0,05 M, pH 9) para revestir una placa de marcaje enzimatico de 96 pozos y se mantuvo
a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, se retir6 la solucion de los pozos y estos se lavaron tres veces con un tampén
de lavado (PBS + TWEEN al 0,5%). Se afadié una solucién de PBS que contenia BSA al 3% a los pozos para
bloguearlos durante 20 minutos. Después de lavar tres veces con el tampén de lavado, se afiadieron 100 uL de cada
clon de anticuerpo a razén de 1 pg/mly se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de tres lavados
con el tampodn de lavado, se diluyé el anticuerpo de cabra anti-raton conjugado con HRP (Jackson Immunoresearch)
en el tampdn de lavado 1:10000, se afiadio a los pozos de la muestra y se incub6 a temperatura ambiente durante 1
hora. Después de tres lavados con el tampon de lavado, se afadieron 50 pL de la solucion del sustrato TMB
(tetrametilbencidina) para desarrollar el color. La reaccion de color se termind después de que la reaccion continuara
durante 10 minutos a temperatura ambiente mediante la adicién de 25 yL de una solucién de acido sulftrico 0,5 M a
la mezcla de reaccion. Luego se midié la absorbancia a 450 nm.

Como se muestra en la Figura 4, todos los clones de anticuerpos candidatos probados pueden reconocer y unirse a
rh-PD-1 pero no a otros miembros de la familia CD28.

Ejemplo 6. La secuencia de la region variable de los anticuerpos candidatos

Se cultivaron células de hibridoma candidatas hasta alcanzar un recuento total de 107. Las células se recogieron
mediante centrifugacion a 1000 rpm durante 10 minutos y se extrajo el ARN total de las células con el kit de reactivos
Trizol (Invitrogen). ElI ARN total se utiliz6 como molde para sintetizar el ADNc de la primera hebra (Qiagen), que, a su
vez, se us6 como molde para amplificar la secuencia de ADN de la region variable de las células de hibridoma
respectivas. La secuencia del cebador utilizada en la reaccion de amplificacion es complementaria a la primera region
marco Yy la regién constante de la regién variable del anticuerpo (Larrick, JW, et al., (1990) Scand. J. Immunol., 32,
121-128 y Coloma, JJ., et al., (1991) BioTechniques, 11, 152-156 et al.,). En un sistema de reaccion de 50 L, se
afadieron por separado 1 puL de ADNc, 5 uL de solucion tampén de PCR 10 x, cada 1 pL (25 pmol) de cebador
secuencia arriba y secuencia abajo, 1 yL de dNTP, 1 pL de 25 mmol/L de MgCl, 39 pL de H»O. La desnaturalizacion
inicial de la plantilla se realizé a 95 °C durante 10 minutos. Se afiadié 1 pL de enzima Taq (Invitrogen) a la reaccion
para iniciar los ciclos de temperatura de la amplificacion por PCR. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes:
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desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto, hibridacién a 58 °C durante 1 minuto y extension a 72 °C durante 115

minutos. El ciclo se repitié 30 veces antes de mantener la mezcla de reaccién a 72 °C durante 10 minutos.

Se secuencia el producto amplificado y a continuacion se muestran las secuencias de las regiones variables de la

cadena pesada y cadena ligera del Clon 1, 10 y 11 del hibridoma:
Clon 1:

Cadena pesada

o o e FR v e By GDRA o~ PR CDR2
QGULOOSGERELVRPGASVTLTCKASGY TF IDYEMHWVEOTP T HGLEV IGVIESETGCTAYNOKFKG
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Secuencia de acido nucleico
CAGGGTCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTCAGCTGGTOAGGCCTGRGECTTCAGTGACGCTGACCTGCAA
GGUTTCGGGCTACACATTTACTGACTATGAMMT GCACTE GG TGAAGCAGACALCTATACATGGLCTGGAA
TGGATTGCAGTTATTGAATCTGAAACTGGTGGTACTGCCTACAATCAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCAAA
CTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCTCCGCAGLCTGACATCTGAGGACTCTGLCG
TCTATTACTGTACAAGAGAGGGTATTACTACGGTAGCAACTACGTACTACTGGTACTTCGATGTCTGGGG
CACAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

Cadena ligera

B 2 R > COREL K e FRZ2~~—-—2» (DR2
INLMTOTPLELEVELGDOAS ISURISQSIVHSNGNTY LEWY LUK PEOS PELLIYEKVINEFS

L e e . o o FR3===mmm— o = CDR3 <=-=FR4=-->
CVPURESCEGSCTDEFTLRKISAVERAEDLOVYYCFQGSHVEF TGS OTRLE LK

Secuencia de acido nucleico
GATGTTTTGATGACCCAGACTCCACTCTCCCTGCCTOTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAG
ATCTAGTCAGAGCATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTACCTGCAGAAACCAGGCCAG
TCTCCAGAGCTCCTGATCTACAAAGTTTACAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTG
GATCAGGOACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGLTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCT
TTCAAGGTTCACATGTTCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAA

Clon 10:

Cadena pesada

B ) [T T A < I A ) « L SUN—— ooR2
CHQLOCEERELVRPGASVT LACKASGY TR TDY EMINVEQTPVHGLEW T GRAIDPETGGARYNORFRG

# % o~ . " - N
e o s s oo TR, o o o e s s, i e o TR s e TR £
“ FR. . CDRI % 24 -~

TP ADKS B TAYMELRE LT EE DAY CTREGITTSVVTISWIFDVHGTGTTVIVES

Secuencia de acido nucleico
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CRGETTCRACT GCAGUAGTCTGEGEUTERECTEETEREGCCTEEEECTTCAGT GRCGUT GTOUUTEORAGED
TICEGCUTACRCATTTACT GRUTATGRARTGUAL T GLEETCARAGURAGRUACCT R TG URTGRLOTSEART GR
TTEEAGCTATT GATCCTERARCT BT BETBCTGUCTACART CRAGARF U TCRABGURAPEFFCRTRCTERCT
GUAGBACRAATCUTCCAGUACAGUUTACAT GEACCTCCECARUCT GRCETOT GRGEACTCTGCOETCTATTA
CPETARCARGREAGGHTART TACTACET CAGTHETTACETARDTADT GETRUTT CHEAT GTET GOREUACRGHGR
CUROGETOACCETOTOCTOR

_—

Cadena ligera

o s R = CDRY G e PP e TR Z

DY ILHMTOTPLOL VO LEDORS TECRESQEIVHENCONTYLEWY LORPGOOPRL LI VRVENRES

o e e FR3 == m e e »  CDR3 <--FRi-->

W PR FEGECHGTDFTLR L ERVEPED LYY YURQGEBHVPLTFGESTHLELEK

I

Secuencia de acido nucleico

GATGTTTTERATGRCCCARARCTCOACTCTCRCTGROTETCAGTUT TEGRAGAT CRAAGCUTL O TUTCT TG LA
BTCTRETOAGRGURT TETRCATAGTAATCHARR AT TR T T TRAGRAT HETROCCTEORGR I RGUCRGT
CTOCAARGCTCUTGRTCTACARBAGTT TCCRACCEAT T T T GO TC NIAGRIAGGT T OAGT O AT BGR
TUBGGEACAGRTTTCACROTCAGGET CTAGUAGRGTGEAGUUTGAGEART UT CEEAGT TTRTTADTGOTTTCOR

-

ARGTTCACATGTTCCACTOACET TCGECT COGGHRLARAGT TGGRANTAARA,

Clon 11:
Cadena pesada

QUVTLKESGRGLLQPEQTLSLIUSFSGE B LETE@MEVGU L ROPSGRGLEY

ff EHIWWDDDRYYNPALKS
B e e S %”RE, i, s i o s s e "Ym:{ﬁ L E’E’{% <y
RIS RN SENOV P LE T ANV DT E DR Y Y CR R IBERFRNY FDVIOTHITVIVES

Secuencia de acido nucleico

CAGET TROCTCTEGRARGRGTOTBGCOCTEREATATTGCAGCCOTCCCABACCOTCART T BAOTTGTTOTTT

CTOTGEETTTTCACTERGORCTT TTEET R TCEGTETCEECT GeAT TOATCRSCOT T URGEGAREGETUTHEHS
AETGECTEFIRCACATTT GETEEEAT G TENTAAGTIOTRTANT COOGUCITEARGAET CEEITCRIANDC

TCORAGARTACCTCCARNAPARCCAGET KU TCCPOANGRT CHUTIATETGEACACTERAENTACT GUCACHTA

CTACTETEET CBANTAGABGREBAGET TUCECTEETACTTCEAT BTCTGEEGURACAG GEACCRUGGTCALCG

Cadena ligera

P T N . ", U T ,4»» BTy g N Wy g X Ty LY
e il I NN L o e s s v AR e e v M

BERGWTOEIRLTTEPEETVTLICRESTEA DT TN BRI ORI P

. gy ", g ~ Ty e

GYPARPOGELI GURBALT IR EDBAI Y FUALWEBHHWY S TRLIV L

Secuencia de acido nucleico
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AGGGCTGETTGGACTCAGGAATCTGCACTCACCACATCACCTGGTGAAACAGTCACACTCACTTGTCGCT
CAAGTACTGGGGLTATTACAACTAGTAACTATGCCAACTGGGTCCAAGAAAMAACCAGATCATTTATTCAC
TGOETCTAATAGGTGGTACCAACAACCGAGCTCCAGGTGTTCCTECCAGATTCTCAGGCTCCCTGATTGGA
GACAAGBCTGCCCTCACCATCACAGGGGUACAGACTGAGGATGAGGUAATATATTTCTGTGLTCTATGGT
ACAGCAACCACTGGOTETTCGGTGEAGGAACCAAACTEALTGTCCTA

Ejemplo 7. Construccion del vector de expresion del anticuerpo quimérico

El fragmento Fc de la region constante de la cadena pesada y la region constante k/A de la cadena ligera de las células
de sangre humanas (Instituto de Sangre de Beijing) se clonaron en el plasmido pCDNAS3.1 (véase Walls MA, Hsiao H
y Harris LJ (1993), Nucleic Acids Research, Vol. 21, No. 12 2921-2929) para modificaciones. Dichos fragmentos de
secuencia de cadena pesada y cadena ligera descritos en el Ejemplo 6 fueron sintetizados por Genscript Corporation.
El fragmento de la secuencia de la cadena pesada, después de la digestion por las enzimas Xhol y Agel, y el fragmento
de la secuencia de la cadena ligera, después de la digestion por las enzimas Smal y Dralll, se clonaron en el plasmido
pCDNAS3.1 y se secuenciaron para confirmar la secuencia del ADN clonado. Todos los materiales experimentales en
la descripcion siguiente se obtuvieron transfectando las células con esta serie de plasmidos y purificando los productos
generados por las células transfectadas.

Ejemplo 8. Estimulacion in vitro de células T por anticuerpo quimérico: prueba de estimulacién con toxina tetanica

Se colocaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) recién preparadas en una placa de fondo plano de
96 pozos. Después de incubacién durante la noche, se afiadieron varias concentraciones de anticuerpos y 100 ng/ml
de toxina tetanica (TT) (List Biological Laboratories). Se recogi6 el sobrenadante de cada uno de los pozos de muestra
tres dias después. El contenido de IENy en el sobrenadante se midié mediante ELISA utilizando el kit INPNy (R&D
Systems). Como se muestra en la Figura 5, después de que se bloquea la sefial de PD-1, la secrecion de citoquinas
por las células inmunes activadas por la estimulacion con TT aumento significativamente. Ademas, los titulos de los
anticuerpos candidatos son mas altos que EH12.2H7, un anticuerpo descrito en la solicitud de patente china CN
200980147059.0 y adquirida a través de BioLegend Corporation.

Ejemplo 9. Interaccion de varios anticuerpos con PD-1 después del intercambio de las cadenas pesada y ligera del
primero

Utilizando el método descrito en el Ejemplo 7, 10 se recombinaron reciprocamente las cadenas ligera y pesada de los
anticuerpos 1 y 10 para generar anticuerpos recombinantes H1L10 (cadena pesada 1, cadena ligera 10) y H10L1
(cadena pesada 10, cadena ligera 1). Estos anticuerpos, el anticuerpo original 1 (cadena pesada 1, cadena ligera 1) y
el anticuerpo original 10 (cadena pesada 10, cadena ligera 10) se probaron mediante ELISA y los resultados de las
ECso para estos anticuerpos se muestran en la siguiente tabla:

Muestra H1L1 [ H10L10 [ H1L10 [ H10L1
ECso (pM) | 338,1 | 426,3 270,1 528,1

El resultado muestra que los anticuerpos producidos después de la recombinacién todavia pueden unirse a la proteina
PD-1 de manera eficaz.

Ejemplo 10. Modificaciéon de humanizacién del anticuerpo

La modificacion de humanizacién se llevé a cabo con base en la secuencia de la region variable del anticuerpo
secretada por la célula de hibridoma obtenida como se describié anteriormente. En resumen, el proceso de
modificacion de humanizacion implico las siguientes etapas: A - comparar las secuencias de genes de los anticuerpos
secretados por diversas células de hibridoma con la secuencia de genes del anticuerpo embrionario humano para
encontrar la secuencia de alta homologia; B - analizar y probar la afinidad de HLA-DR para seleccionar la secuencia
marco del embrién humano con baja afinidad; C - usar tecnologia analdgica informatica para aplicar acoplamiento
molecular para analizar las secuencias de aminoacidos marco en la regién variable y el entorno, y examinar su modo
de union estéreo espacial; calcular la fuerza electrostatica, la fuerza de Van der Waals, la hidrofobicidad-hidrofilicidad
y el valor de entropia para analizar los aminoacidos individuales clave en las secuencias de genes de los anticuerpos
secretados por diversas células del hibridoma, que son fundamentales para interactuar con PD-1 y mantener la
configuracion espacial de los anticuerpos, injertando estos aminoacidos clave de nuevo en el marco genético
seleccionado del embrion humano. También se identificaron los sitios de aminoacidos en la regién marco que deben
reservarse y se sintetizaron cebadores aleatorios para construir la biblioteca de fagos. Luego se crib6 la biblioteca de
anticuerpos humanizados (Pini, A. et al., (1998). Design and Use of a Phage Display Library: HUMAN ANTIBODIES
WITH SUBNANOMOLAR AFFINITY AGAINST A MARKER OF ANGIOGENESIS ELUTED FROM A TWO-
DIMENSIONAL GEL, Journal of Biological Chemistry, 273 (34): 21769-21776). Se obtuvieron varios anticuerpos
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humanizados del cribado, que incluyen los siguientes clones. Las secuencias de cadena ligera de los clones 38, 39 y
41 son las mismas, y las secuencias de cadena pesada de los clones 39 y 48 son las mismas.

Cadena pesada del clon 38

Qe FRL-—mmmmmmmmmn > CDR1<~~~~FR2~——~~> CDR2
QGQLVOSGAEVKKPGAS VKV S CKASGY T TDYEMHWVROAPTHGLEW I GV IESETGGTAYNQKFKG

o FR3mm e > CDR3 L e FRE = >
RVTTITADKSTS TAYMELSSLRSEDTAVYY CAREGITIVATTY YWYFDVWGOGT TVTVSS

CAGGGCCAGCTGGTGCAGAGLGGLGLCGAGGTGAAGAAGCCCGGLGCCAGLGTGAAGGTGAGCTGCA
AGGCCAGCGGCTACACCTTCACCGACTACGAGATGCACTGGGTGAGACAGGCCCCCATCCACGGLCTGG
AGTGGATCGGUGTGATCGAGAGCGAGACCGGCGGLACCGUCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGAGTG
ACCATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGAAGLGAGGACAC
CGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGAGGGCATCACCACCGTGGCCACCACCTACTACTGGTACTTCGALGTG
TGGGGCCAGGGCACCACCGTGACCGTGAGCAGT

Cadena ligera del clon 38

G FRL======== > CDR1 PET— FR2--~-> CDR2
DVVMTQSPLSLPVTLGOPAS 15 CRSSQS IVHSNGNTYLEN Y LOKFGOSPOLL T YKVSNRES

Kmmmmmmm e FR3============%  CDR3 <--FR4-->
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY Y CRQGSHVPLTFGQGTKLE TK

GATGTGGTGATGACCCAGAGCCCGCTGAGCCTGCCGOTGACCCTGGGCCAGCCGGCGAGCATTAGCTGC
CGCAGCAGCCAGAGLATTGTGCATAGCAACGGUAACACCTATCTGGAATGGTATCTGCAGAAACCGGGC
CAGAGCCCGCAGCTGCTGATTTATAAAGTGAGCAACCGCTTTAGCGGCGTGLCGGATCGCTTITAGCGGC
AGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAAAATTAGCCGCGTGGAAGCGGAAGATGTGGGCGTGTATTAT
TGCTITCAGGGCAGCCATGTGCCGCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAAATTAAA

Cadena pesada del clon 39

o FR Lo oo e > CDRL<mm o FR2 o morw e > CDR2
CEOIVOSGAEVKEPGIEVEVECKDSGYTFTDYEMHYVROAPGOGTLEWMEV IE SETGGTAYNQMG

o FPR 3 e o e e CDR3 (o FRG = >
RBKITADKSTS TAYMELSSLRSEDTAVY Y CTREGITIVATTY YWYFDVWGQGTTVTVSS

CAGGGCCAGCTGGTGCAGAGCGGCGUCGAGGTGAAGAAGCCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCA
AGGCCAGCGGCTACACCTTCACCGACTACGAGATGCACTGGGTGAGACAGGCCCCCGGLCAGGECCTG
GAGTGGATGGGCGTGATCGAGAGCGAGACCGGUGGCACCGCCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGAG
CCAAGATCACCGCCGACAAGAGCACCAGCACCGUCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGAAGCGAGGAC
ACCGCCGTGTACTACTGCACCAGAGAGGGCATCACCACCGTGGCCACCACCTACTACTGGTACTTCGACG
TGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGACCGTGAGCAGC

Cadena ligera del clon 39

Lo mmimm FRL=m=m=mmm > CDR1 {mm===FR2====> CDR2
DWVMTOSPLSLPYVTLGOPAS TECRESQEIVHENGNTYLEWY LOKPCQS POLLIYEVINRES

o FR}====m=mm====>  CDR3 <--FR4-->
GVPDRESGSGSGTDETLKISRVEREDVGVY Y CFQGSHVPLTFGOGTKLETK
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GATGTGGTGATGACCCAGAGCCCGCTGAGCCTGCCGGTGACCCTGGGUCAGCCGGCGAGCATTAGCTGE
CGCAGCAGCCAGAGCATTGTGCATAGCAACGGCAACACCTATCTGGAATGGTATCTGCAGAAACCGGGC
CAGAGCCCGCAGCTGCTGATTITATAAAGTGAGCAACCGCTTTAGCGGCGTGCCGGATCGLTTTAGCGGC

AGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAAAATTAGCCGUGTGGAAGCGGAAGATGTGGGCGTGTATTAT
TGCTTTCAGGGCAGCCATGTGCCGCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAAATTAAA

5 Cadena pesada del clon 41

o PR, e e e e e > CDRI<mmmm FR2 e > CDR2
QCQLVQ&%AEVF??%%»%KWbﬁéﬁﬁb??F?bXEMﬁ%@?Q&?GQ&LﬁWMGVIESE%GGT&YMgﬁgQ_

e 1K > CDR3 <==-FR4--—>
RVTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCTREGI TTVATTYYWYEDVWGOGTLVTVSS

CAGGGCCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCEGAAGTGAALAAACCGGGLGCGAGCOTGAAAGTGAGCTGCA
AAGCGAGCGGCTATACCTTTACCGATTATGAAATGCATTGGGTGCGCCAGGCGLLGGGLCAGGGLLTGG
AATGGATGGGCGTGATTGAAAGCGAAACCGGCGGCALCGCGTATAACCAGAAATTTCAGGGLLGLGTG

ACCCTGACCGCGGATAAAAGCAGCAGCACCGCGTATATGGAACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACC

GCGGTGTATTATTGCACCCGCGAAGGCATTACCACCGTGGCGACCACCTATTATTGGTATTTTGATGTGT

GGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGC
10

Cadena ligera del clon 41

Com e e FRL-=——m===> CDR1 e FR2----> CDR2
DVVMIQEPLELPVTLGOPAS I BCRSSOSTIVHSNGNTY LEWY LOKPGQS P LLI VEVSNRES

o e e K > CDR3 <==FR4==>
GVPDRESGEGECTDFTLRISEVEREDVEVIYCFQGERVPLT FGUGTHLETK

GATGTGGTGATGACCCAGAGCCCGCTGAGCCTGCCGGTGACCCTGOGCCAGCCGGCGAGCATTAGCTGC

CGCAGCAGCCAGAGCATTGTGCATAGCAACGGCAACACCTATCTGGAATGGTATCTGCAGAAACCGGGL

CAGAGCCLGCAGCTGCTGATTTATAAAGTGAGCAACCGCTTTAGCGGCGT GLCGGATCGCTTTAGCGGC

AGCGGCAGCGGCACCGATTTITACCCTGAAAATTAGLCGUGTGGAAGLGGAAGATGTGGGCGTGTATTAT
15 TGCTTTCAGGGCAGCCATGTGCCGCTGACCTTTGGCCAGGGCACCAAACTGGAAATTAAA

Cadena pesada del clon 48

gmw-mmmmm=—————FRl-——————————=3> CDR1<{-—--—~FR2-————> CDR2Z
QGOLVOSGRE VKK PGAS VKV SCKASGY TFTDYEMHW VR QAP GOGLEWNGY IESETGGTAYNQKFKG

G PR ot e S CDR3 e FPRA———>
RAKTTADKSTSTAYMELSSLREE DTAVYY CTREGT TTVATTY YWY FDVHGOGTTVIVSS

20

CAGGGCCAGCTGGTGCAGAGCOGCGLCGAGGTGAAGAAGLCCGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCA
AGGCCAGUGGUTACACCTTCACCGACTACGAGATGCACTGGGTGAGACAGGLCCCCGGLCAGRGUCTG
GAGTGGATGGGCGTGATCGAGAGCGAGACCGGLGGCACCGCCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGAG
CCAAGATCACCGCCGACAAGAG CACCAGCACCGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGAAGCGAGGAC

ACCGCCGTGTACTACTGCACCAGAGAGGGCATCACCACCGTGGCCACCACCTACTACTGGTACTTCGACG
TGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGACCGTGAGCAGC

Cadena ligera del clon 48

e R > CDR1 Cm e FR2----> CDR2
DVVMIQSPLELEVTLGOPAS L SCRESQSIVESNGNTYLEN Y LOKPCOSPRLLI YKVSNRFS

e I > CDR3 <= ER&~=>
05 GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEREDVGVYYCFQGSHVPLTFGOGTKLEIK
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GATGTGGTGATGACCCAGAGCCCGLTGAGCCTGLCGGTGACCCTGGGCCAGCCGGCGAGCATTAGCTGE
CGCAGCAGCCAGAGCATTGTGCATAGCAACGGCAACACCTATCTGGAATGGTATCTGCAGAAACCGGGC
CAGAGLCCGCGCCTGCTGATITATAAAGTGAGCAACCGUTTTAGLGGLGTGLCGGATCGUTTTAGCGGU
AGCGGCAGCOGCACCGATTTTACCCTGAAAATTAGCCGCGTGGAAGCGGAAGATGTGGGLGTGTATTAT
TGCTTTCAGGGCAGCCATGTGCCGCTGACCTTTGGCCAGG GCACCAAMACTGGAAATTAAA

Ejemplo 11. Estimulacion in vitro de células T mediante anticuerpo humanizado

Se colocaron PBMC recién preparadas (Instituto de Sangre de Beijing) en los pozos de una placa de fondo plano de
96 pozos. Después de una incubacion durante la noche, se afiadieron a las PBMC 10 pg/ml de anticuerpo y 100 ng/ml
de toxina tetanica (TT). Después de cultivo durante 3 dias, se recogio el sobrenadante y se midio el nivel de secrecion
de IL2 de los clones 38, 39, 41 y 48 (control (conlgG4)) de los anticuerpos humanizados utilizando Luminex® (Thermo
Fisher Scientific, Inc.) y el kit de deteccion de ensayo de la citoquina CD8+ (EMD Millipore, Inc.). El resultado (véase
la Figura 6) muestra que todos los anticuerpos humanizados pueden estimular las células T.

Ejemplo 12. El anticuerpo humanizado puede estimular las células T para matar células tumorales in vitro

Se infectaron células MD-MAB-453 con el lentivirus (Qiagen) que expresa la proteina PD-L1 para generar una linea
celular MD-MAB-453, que expresa de manera estable PD-L1. También se introdujo un gen GFP en dicha linea celular
para permitir la expresion estable de la proteina GFP. Se cultivaron 300 células/pozo de células dendriticas (DC)
aisladas de células de sangre periférica humana frescas con dichas células MD-MAB-453 que expresan de manera
estable tanto PD-L1 como GFP (300 células/pozo) en una placa de 96 pozos juntas durante tres dias. Se afiadieron a
la mezcla células T (1000 células/pozo) aisladas de sangre periférica humana y 10 pg/ml del anticuerpo anti-PD-1
humanizado Clones 38, 39, 41 o del anticuerpo de control clon 48 ("conlgG4") y se cultivaron juntas durante 3 dias
antes de que se midiera la fluorescencia de GFP. El resultado (véase la Figura 7) muestra que todos los anticuerpos
humanizados pueden estimular las células T para matar las células tumorales.

Ejemplo 13. La unién de anticuerpos humanizados con proteinas PD-1 derivadas de diversas especies

Se preparé 1 ug/ml de PD-1 de origen humano, PD-1 de Macaca fascicularis y PD-1 derivada de raton (Sinobiological)
en la solucion tampon de carbonato (0,05 M pH9) y se utilizé para recubrir los pozos de las placas de fondo plano de
96 pozos a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, se retiré la solucion de los pozos y estos se lavaron tres veces con
un tampon de lavado. Se afiadio una solucion de PBS que contenia BSA al 3% para bloquear los pozos durante 20
minutos. A continuacion, los pozos se lavaron tres veces con el tampén de lavado antes de que se afadieran 100 uL
de diversas concentraciones de anticuerpos candidatos. La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora
y luego se lavo tres veces con un tampon de lavado. En primer lugar se diluyé un anticuerpo de cabra antihumano
conjugado con HRP (Jackson Immunoresearch) a razén de 1:10000 con el tampén de lavado y luego se afiadio a los
pozos para incubar a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar tres veces con el tampén de lavado, se
afiadieron 50 pL de solucion de sustrato TMB a los pozos para desarrollar el color. Después de 10 minutos a
temperatura ambiente, se termind la reaccion de desarrollo de color con 25 pL de solucion de acido sulfurico 0,5 M y
se leyo la absorbancia a 450 nm. Los resultados (Figura 8A, B y C) muestran que todos los clones se unen a PD-1 de
humanos o Macaca fascicularis con afinidad similar, pero no a PD-1 derivada de raton.

Comparar las secuencias de PD-1 de humano, Macaca fascicularis y de raton (véase la Figura 9 en la que se
encuadran las principales regiones diferentes de PD-1 de raton y PD-1 de humano/Macaca fascicularis). Los
resultados experimentales han demostrado que el epitopo del anticuerpo candidato que se une a la proteina PD-1
existe en estas regiones.

Ejemplo 14. Experimento de estimulacion in vitro por anticuerpo humanizado para la proliferacion de células T:
experimento de respuesta de memoria al antigeno del tétanos

Se colocaron PBMC recién preparadas (Instituto de Sangre de Beijing) en los pozos de una placa de fondo plano de
96 pozos. Después de la incubacion durante la noche, las células se marcaron con éster succinimidilico de
carboxifluoresceina (CFSE) y se incubaron con 10 ug/ml de anticuerpo humanizado (38, 39, 41 y 48) y 100 ng/ml de
toxina tetanica (TT) (List Biological Laboratories). Se analizé la proliferacion de células T al sexto, octavo y décimo dia
con base en la proporcion de dilucién de CSFE con citometria de flujo (FACS). Como se muestra en el resultado de la
Figura 10, en comparacioén con la IgG de control, las células inmunes activadas por la estimulaciéon con TT inducida
mediante el bloqueo de la sefial de PD-1 estaban bajo mayor divisién y proliferacion.

Ejemplo 15. Estimulacion in vitro de la proliferaciéon de células T mediante anticuerpo humanizado: experimento de
respuesta de memoria al antigeno polipeptidico viral
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Se colocaron PBMC recién preparadas (Instituto de Sangre de Beijing) en los pozos de una placa de fondo plano de
96 pozos. Después de una incubacion durante la noche, las células se marcaron con CFSE. Se afiadieron a los pozos
10 pg/ml de anticuerpo humanizado (38, 39, 41 y 48) y 1 yg/ml de mezcla de péptidos de CMV, EBV e Influenza
("CEF"). Se llevaron a cabo analisis cuantitativos sobre la proliferacion de células T a los 6, 8 y 10 dias con citometria
de flujo (FACS) con base en la proporcion de dilucién de CSFE. Como se muestra en el resultado de la Figura 11, en
comparacion con la IgG de control, las células inmunes activadas por la estimulacion de polipéptidos mixtos de CEF
inducida mediante el bloqueo de la sefial de PD-1 estaban bajo mayor division y proliferacion.

OP140113-Listado de secuencias
<110> Shanghai Junshi Biosciences Inc.
<120> Anticuerpo anti-PD-1 y su uso
<130> 2013-06-26

<160> 42

<170> Patentln versién 3.3

<210> 1

<211>5

<212> PRT

<213> La CDR1 de cadena pesada del Clon 1
<400> 1

Asp Tyr Glu Met His
1 5

<210>2

<211>17

<212> PRT

<213> La CDR2 de cadena pesada del Clon 1
<400> 2

Val Ile Glu Ser Glu Thr Gly Gly Thr Ala Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211>16

<212> PRT

<213> La CDR3 de cadena pesada del Clon 1
<400> 3

Glu Gly Ile Thr Thr Val Ala Thr Thr Tyr Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10 15

<210> 4

<211> 16

<212> PRT

<213> La CDR1 cadena ligera del Clon1
<400> 4

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> La CDR2 de cadena ligera del Clon1
<400> 5

16
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ES 2 822927 T3

Lys Val Tyr Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> La CDR3 de cadena ligera del Clon 1
<400> 6

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Phe Thr
1 5

<210>7

<211>5

<212> PRT

<213> La CDR1 de cadena pesada del Clon 10
<400> 7

Asp Tyr Glu Met His
1 5

<210>8

<211>17

<212> PRT

<213> La CDR2 de cadena pesada del Clon10
<400> 8

Ala TIle Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ala Ala Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210>9

<211>16

<212> PRT

<213> La CDR3 de cadena pesada del Clon 10
<400> 9

Glu Gly Ile Thr Thr Ser Val Val Thr Tyr Tyr Trp Tyr Phe Asp Val

1 5 10 15

<210> 10

<211> 16

<212> PRT

<213> La CDR1 de cadena ligera del Clon 10
<400> 10

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

1 5 10 15

<210> 11

<211>7

<212> PRT

<213> La CDR2 de cadena ligera del Clon 10
<400> 11

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1 5
<210> 12
<211>9
<212> PRT
<213> La CDR3 de cadena ligera del Clon 10
<400> 12

17
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55

ES 2 822927 T3

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Leu Thr

1

<210>13

<211>7

<212> PRT

<213> La CDR1 de cadena pesada del Clon 11
<400> 13

Thr Phe Gly Met Gly Val Gly

1

<210> 14

<211>16

<212> PRT

<213> La CDR2 de cadena pesada del Clon 11
<400> 14

His TIle Trp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Asn Pro Ala Leu Lys Ser

1 5

<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> La CDR3 de cadena pesada del Clon 11
<400> 15

Ile Glu Glu Arg Phe Arg Trp Tyr Phe Asp Val

1 5

<210> 16

<211> 14

<212> PRT

<213> La CDR1 de cadena ligera del Clon 11
<400> 16

Arg Ser Ser Thr Gly Ala Ile Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn

1 5

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> La CDR2 de cadena ligera del Clon 11
<400> 17

5

5

10

10

10

Gly Thr Asn Asn Arg Ala Pro

1

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> La CDR3 de cadena ligera del Clon 11
<400> 18

Ala Leu Trp Tyr Ser Asn His Trp Val

1

<210> 19

<211> 125

<212> PRT

<213> La region variable de cadena pesada del Clon 1
<400> 19

5

18

5

15



10

Gln

Ser

Glu

Gly

Lys

65

Met

Thr

Gly

Val

Met

Val

50

Gly

Glu

Arg

ES 2 822927 T3

Gln Leu Gln Gln

Thr Leu Thr Cys
20

His Trp Val Lys
35

Ile Glu Ser Glu

Lys Ala Lys Leu
70

Leu Arg Ser Leu
85

Glu Gly Ile Thr
100

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Ala

Ser

Vval

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ala
105

Glu

10

Gly

Ile

Thr

Lys

Asp

90

Thr

Leu

Tyr

His

Ala

Ser

75

Ser

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Phe

Asp Val Trp Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
120

<210> 20
<211> 112
<212> PRT

<213> La region variable de cadena ligera del Clon 1

<400> 20

115

19

125



ES 2 822927 T3

Asp Val Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly

Asp Gln Ala Ser TIle Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Glu Leu Leu Ile Tyr Lys Val Tyr Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95

Ser His Val Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 21
<211> 125
<212> PRT
<213> La region variable de cadena pesada del Clon 10
<400> 21

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

Ser Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Glu Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Val His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Ala Ile Asp Pro Glu Thr Gly Gly Ala Ala Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Ile Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Arg Glu Gly Ile Thr Thr Ser Val Val Thr Tyr Tyr Trp Tyr Phe
100 105 110

Asp Val Trp Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

20



10

15

<210> 22
<211> 112
<212> PRT

ES 2 822927 T3

<213> La region variable de la cadena ligera del Clon 10

<400> 22

Asp Val Leu
1

Asp Gln Ala

Asn Gly Asn
35

Pro Lys Leu
50

Asp Arg Phe

Ser Arg Val

Ser His Val

<210> 23
<211> 121
<212> PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr Gln Thr Pro Leu

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

85

Leu

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Arg Ser
25

Trp Tyr

40

Val Ser

Ser Gly

Leu Gly

Gly Ser
105

<213> La region variable de la cadena pesada del Clon 11

<400> 23

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro

1

5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser

21

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln

10

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Leu

15

His

Gln

Val

Arg

Gln

95

Ile

15

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Phe



10

Gly

Trp

Leu
65

Phe

Cys

Thr

<210> 24
<211> 109
<212> PRT

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Gly

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Arg

Thr
115

20

Val

His

Arg

Ile

Ile

100

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala

85

Glu

Val

ES 2 822927 T3

Trp

Trp

Thr

70

Asn

Glu

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Val

Arg

Val

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Phe

Ser
120

<213> La region variable de la cadena ligera del Clon 11

<400> 24

Arg Ala Gly Trp Thr Gln

1

Thr Val

Thr

Asn Tyr Ala

Leu Ile

Ser
65

50

35

Gly

Gly Ser

Gln Thr Glu

His Trp Val

<210> 25
<211> 375
<212> ADN

Leu

20

Asn

Gly

Leu

Asp

Phe
100

5

Thr

Trp

Thr

Ile

Glu

85

Gly

Cys

Val

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Glu

Arg

Gln

Asn

55

Asp

Ile

Gly

Ser

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

<213> La region variable de cadena pesada del Clon 1

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Arg
105

Ser

Ala

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Phe

Lys
105

22

Pro

Asp

Asn

Glu

90

Trp

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

Asp

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Phe

Thr

Ala

His

Val

60

Thr

Leu

Val

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Asp

Ser

Ile

Leu

45

Pro

Ile

Trp

Leu

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Val
110

Pro

Thr

30

Phe

Ala

Thr

Tyr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Trp

Gly

15

Thr

Thr

Arg

Glu

Ala

Val

80

Tyr

Gly

Glu

Ser

Gly

Phe

Gly Ala

80

Ser Asn

95
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15

20

25

<400> 25

cagggtcaac
acctgcaagg
cctatacatg
aatcagaagt
atggagctcc
attactacgg

gtcaccgtcet

<210> 26

<211> 336
<212> ADN
<213> La region variable de cadena ligera del Clon 1

<400> 26

<210> 27

gatgttttga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcce
agcagagtgg

ttcacgttcg

<211> 375
<212> ADN
<213> La region variable de cadena pesada del Clon 10

<400> 27

<210> 28

tgcagcagtc
cttcgggceta
gcctggaatg
tcaagggcaa
gcagcctgac
tagcaactac

cctca

tgacccagac
gatctagtca
aaccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gctcggggac

ES 2 822927 T3

tggggctgag
cacatttact
gattggagtt
ggccaaactg
atctgaggac

gtactactgg

tccactctce
gagcattgta
gtctccagag
cagtggcagt
tctgggagtt

aaagttggaa

caggttcaac tgcagcagtc tggggctgag

tcctgcaagg
cctgtgeatg
aatcagaagt
atggagctcc
attactacgt

gtcaccgtct

<211> 336
<212> ADN

<213> La region variable de cadena ligera del Clon 10

<400> 28

cttcgggcecta
gcctggaatg
tcaagggcaa
gcagcctgac

cagtggttac

cctca

cacatttact
gattggagct
ggccatactg
atctgaggac

gtactactgg

ctggtgagge
gactatgaaa
attgaatctg
actgcagaca
tctgeegtet

tacttcgatg

ctgecctgtea
catagtaatg
ctcctgatcet
ggatcaggga
tattactgct

ataaaa

ctggtgaggce
gactatgaaa
attgatcctg
actgcagaca
tctgecegtcet

tacttcgatg

23

ctggggcette
tgcactgggt
aaactggtgg
aatcctccag
attactgtac

tctggggcac

agtgacgctg
gaagcagaca
tactgcectac
cacagcctac
aagagagggt

agggaccacg

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagttta
cagatttcac

ttcaaggttc

ctggggcttce
tgcactgggt
aaactggtgg
aatcctccag
attactgtac

tctggggcac

tcaagcctece
tttagaatgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttcca

agtgacgctg
gaagcagaca
tgctgecctac
cacagcctac
aagagagggt

agggaccacg

60

120

180

240

300

360

375

60

120

180

240

300

336

60
120
180
240
300
360

375
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15

20

25

30

35

gatgttttga

atctcttgca

tacctgcaga

tctggggtcce

agcagagtgg

ctcacgttcg
<210> 29

<211> 363
<212> ADN

tgacccaaac
gatctagtca
aaccaggcca
cagacaggtt
agcctgagga

gctecggggac

ES 2 822927 T3

tccactctece
gagcattgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

aaagttggaa ataaaa

<213> La region variable de cadena pesada del Clon 11

<400> 29
caggttactc tgaaagagtc

acttgttctt tctcetgggtt

cagccttcag ggaagggtct

tataatccecg ccctgaagag

ttcctcaaga tcgccaatgt

gaggagaggt tccgctggta

tca
<210> 30

<211> 327
<212> ADN

tggcecetggg atattgecage
ttcactgagc acttttggta
ggagtggctg gcacacattt
tcggctcaca atctccaaga
ggacactgaa gatactgcca

cttecgatgtce tggggcacag

<213> La region variable de cadena ligera del Clon 11

<400> 30

agggctggtt

ggactcagga atctgcactc

accacatcac

<210> 31
<211> 31

acttgtcgcet
aaaccagatc
cctgccagat
cagactgagg

ggtggaggaa

<212> ADN
<213> Cebador directo

<400> 31

caagtactgg
atttattcac
tctcaggctce
atgaggcaat

ccaaactgac

gtacgctagc caccatgcag atcccacagg ¢

<210> 32
<211> 29

<212> ADN
<213> Cebador inverso

<400> 32

gatcctcgag ccaccagggt ttggaactg

<210> 33

ggctattaca
tggtctaata
cctgattgga
atatttctgt

tgtccta

31

29

actagtaact
ggtggtacca
gacaaggctg

gctctatggt

<211> 125
<212> PRT
<213> La region variable de cadena pesada del Clon 38

24

ctgcectgtca gtettggaga
catagtaatg gaaacaccta
ctcctgatct acaaagtttce
ggatcaggga cagatttcac

tattactgct ttcaaggttc

cctceccagac
tgggtgtegg
ggtgggatga
atacctccaa
catactactg

ggaccacggt

ctggtgaaac
atgccaactg
acaaccgagce
ccctecaccat

acagcaacca

tcaagcctce
tttagaatgg
caaccgattt
actcaggatc

acatgttcca

cctcagtcetg
ctggattegt
tgataagtac
aaaccaggta
tgctcgaata

caccgtctcece

agtcacactc
ggtccaagaa
tccaggtgtt

cacaggggca

ctgggtgtte

60

120

180

240

300

336

60

120

180

240

300

327

60

120

180

240

300

360

363



ES 2 822927 T3

<400> 33

Gln Gly Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

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

Gly Val Ile Glu Ser Glu Thr Gly Gly Thr Ala Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

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

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Gly Tle Thr Thr Val Ala Thr Thr Tyr Tyr Trp Tyr Phe
100 105 110

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 34

<211> 112

<212> PRT

<213> La region variable de cadena ligera del Clon 38, 39, y 41
<400> 34

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

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser
20 25 30

25



10

Asn Gly

Pro Gln

Asn Thr

35

50

Asp Arg

65

Ser Arg

Ser His

<210> 35
<211> 125
<212> PRT

Leu Leu

Phe Ser

Vval Glu

Val Pro

100

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Leu

ES 2 822927 T3

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Trp

40

Val

Ser

val

Gly

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

<213> La region variable de cadena pesada del Clon 39 y 48

<400> 35

Gln
1

Ser

Glu

Gly

Lys

65

Met

Thr

Asp

<210> 36
<211> 125
<212> PRT

Gly

Val

Met

Val

50

Gly

Glu

Arg

Val

Gln Leu

Lys Val
20

His Trp
35

Ile Glu

Arg Ala

Leu Ser

Glu Gly

100

Trp Gly
115

Val

5

Ser

Val

Ser

Lys

Ser

85

Ile

Gln

Gln

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Val

Thr
120

<213> La region variable de cadena pesada del Clon 41

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ala

105

Val

26

Leu

Asn

Thr

val
90

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Thr

Thr

Gln

Arg

Asp
75

Tyr

Thr

Val

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Thr

Val

Lys

Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Pro
45

Ser

Thr

Cys

Leu

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Ser
125

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu

95

110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile

80

Gln Gly

Ile Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Phe
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<400> 36

Gln

Ser

Glu

Gly

Gln

65

Met

Thr

Asp

<210> 37
<211> 112
<212> PRT

Gly

vVal

Met

vVal

50

Gly

Glu

Arg

vVal

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Trp
115

Leu

val

20

Trp

Glu

Val

Ser

Gly
100

Gly

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Ile

Gln

ES 2 822927 T3

Gln

Cys

Arg

Glu

Leu

70

Leu

Thr

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Val

Leu
120

<213> La region variable de cadena ligera del Clon 48

<400> 37

Asp Val Val Met

1

Gln Pro Ala

Asn Gly Asn

35

Pro Arg Leu
50

Asp Arg Phe

65

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Thr Gln Ser

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ser Cys

Leu Glu

Tyr Lys

55

Ser Gly

70

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ala

105

Val

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

27

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Thr

Thr

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Thr

Val

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Ser

125

Val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Gly Ala

15

Asp

Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala

Tyr
80

Tyr Cys

95

Tyr Phe

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80



ES 2 822927 T3

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95

Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 38
<211> 375
5 <212> ADN
<213> la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada del Clon 38
<400> 38
cagggccagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaagc ccggcgccag cgtgaaggtg 60
agctgcaagg ccagcggcta caccttcacc gactacgaga tgcactgggt gagacaggcce 120
cccatccacg gecctggagtg gatcggegtg atcgagagcg agaccggcgg caccgcectac 180
aaccagaagt tcaagggcag agtgaccatc accgccgaca agagcaccag caccgcctac 240
atggagctga gcagcctgag aagcgaggac accgccgtgt actactgecge cagagagggce 300
atcaccaccg tggccaccac ctactactgg tacttcgacg tgtggggcca gggcaccacc 360
gtgaccgtga gcagce 375
10
<210> 39
<211> 336
<212> ADN
<213> la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera del Clon 38, 39, y 41
15 <400> 39
gatgtggtga tgacccagag cccgctgagc ctgcecggtga ccctgggcca gceccggcgage 60
attagctgcc gcagcagcca gagcattgtg catagcaacg gcaacaccta tctggaatgg 120
tatctgcaga aaccgggcca gagcccgcag ctgctgattt ataaagtgag caaccgettt 180
agcggegtge cggatcgett tagecggcage ggcagcggca ccgattttac cctgaaaatt 240
agccgegtgg aagcggaaga tgtgggcegtg tattattget ttcagggcag ccatgtgecg 300
ctgacctttg gccagggcac caaactggaa attaaa 336
<210> 40
20 <211> 375
<212> ADN
<213> la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena pesada del clon 39 y 48
<400> 40
cagggccagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaagce ccggcgccag cgtgaaggtg 60
agctgcaagg ccagcggcta caccttcacc gactacgaga tgcactgggt gagacaggcce 120
25 cceggecagg gcectggagtg gatgggegtg atcgagageg agaccggcecgg caccgcectac 180
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aaccagaagt tcaagggcag agccaagatc accgccgaca agagcaccag caccgcctac 240
atggagctga gcagcctgag aagcgaggac accgccgtgt actactgcac cagagagggce 300
atcaccaccg tggccaccac ctactactgg tacttcgacg tgtggggcca gggcaccacc 360
gtgaccgtga gcagce 375
<210> 41
<211> 375
<212> ADN
<213> la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada del Clon 41
<400> 41
cagggccagc tggtgcagag cggcgcggaa gtgaaaaaac cgggcgcgag cgtgaaagtg 60
agctgcaaag cgagcggcta tacctttacc gattatgaaa tgcattgggt gecgccaggeg 120
ccgggecagg gectggaatg gatgggegtg attgaaageg aaaccggegg caccgcegtat 180
aaccagaaat ttcagggccg cgtgaccctg accgcggata aaagcagcag caccgcegtat 240
atggaactga gcagcctgcg cagcgaagat accgcggtgt attattgcac ccgecgaagge 300
attaccaccg tggcgaccac ctattattgg tattttgatg tgtggggecca gggcaccctg 360
gtgaccgtga gcagc 375
<210>42
<211> 336
<212> ADN
<213> la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera del Clon 48
<400> 42
gatgtggtga tgacccagag cccgectgage ctgeccggtga ccctgggecca gececggegagce 60
attagctgece gcagcageca gagcattgtg catagcaacg gcaacaccta tctggaatgg 120
tatctgcaga aaccgggcca gagcccgcegce ctgctgattt ataaagtgag caaccgettt 180
agcggcegtge cggatcgett tagcggcage ggcagcggca ccgattttac cctgaaaatt 240
agccgegtgg aagcggaaga tgtgggegtg tattattget ttcagggcag ccatgtgecg 300
ctgacctttg gccagggcac caaactggaa attaaa 336
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende una region de cadena
pesada variable que consiste en la SEQ ID NO: 33 y una region de cadena ligera variable que consiste en la SEQ ID
NO: 34.

2. Una molécula de acido nucleico aislada, que codifica el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo
de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Un vector de expresion, que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 2.
4. Una célula huésped, que comprende el vector de expresion de acuerdo con la reivindicacién 3.

5. Un método para producir el anticuerpo anti-PD-1 o un fragmento de union a antigeno del mismo de la reivindicacion
1, en el que el método comprende: cultivar la célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 4 bajo condiciones que
permitan la produccion del anticuerpo o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo y recuperar el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo asi producido.

6. Un inmunoconjugado, que comprende el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con
la reivindicacion 1 acoplado con un agente terapéutico, en el que el agente terapéutico es una toxina, radioisétopo,
farmaco o agente citotoxico.

7. Una composicion farmacéutica, que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo
con la reivindicacion 1 y un vehiculo farmacéutico.

8. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o una composicion
farmacéutica que comprende el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo, para su uso en un método
para prevenir o tratar enfermedades o afecciones mediante la eliminacién, inhibicién o disminucién de la actividad de
PD-1, en el que las enfermedades o afecciones son canceres.
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1} C0ng/ml
2} 10 ng/mi
3} 20 ng/ml
4} 40 ng/ml
5) 80 ng/ml
58) 160 ng/ml
7} 320 ng/ml
8) 640 ng/mi
9} 1,25 mg/ml
10} 2.5 mg/mi
11} 5mg/ml
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Unién de los anticuerpos candidatos a varios antigenos
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PD-1 humana
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JS1 de Macaca fascicularis
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JS1 de ratén
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Proliferacion de células T que recuerdan el toxoide tetanico
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Proliferacion de células T que recuerdan al péptido CEF
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