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DESCRIPCION
Oxabicicloheptanos para modulacién de la respuesta inmunitaria
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de los Estados unidos nimero de serie
62/497,949, presentada el 8 de diciembre de 2016, |a solicitud de patente provisional de los Estados Unidos nimero
de serie 62/465,001, presentada el 28 de febrero de 2017 y la solicitud de patente provisional de los Estados unidos
numero de serie 62/545,373, presentada el 14 de agosto de 2017.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La proteina fosfatasa 2A (PP2A) es una serina/treonina fosfatasa ubicua que desfosforila numerosas proteinas de
vias de respuesta tanto dependientes como independientes de ATM/ATR (Mumby, M. 2007). Se ha demostrado
previamente que la inhibicidn farmacolégica de PP2A sensibiliza las células cancerosas al dafio de ADN mediado por
radiacion a través de la fosforilacion de diversas proteinas de sefializacion, como p53, yH2AX, PLK1 y Akt, lo que
resulta en la desregulacion del ciclo celular, la inhibicién de la reparacién de ADN vy la apoptosis (Wei, D. et al. 2013).

La cantaridina, el principal ingrediente activo del extracto de escarabajo de la ampolla (Mylabris), es un compuesto
derivado de la medicina tradicional china que ha demostrado ser un potente inhibidor de PP2A (Efferth, T. et al. 2005).
Aungue la cantaridina se ha utilizado anteriormente en el tratamiento de los hepatomas y ha demostrado eficacia
contra lineas celulares de leucemia multirresistentes a drogas (Efferth, T. et al. 2002), su grave toxicidad limita su
utilidad clinica. LB-100 es una molécula pequefia derivada de cantaridina con toxicidad significativamente menor.
Estudios preclinicos han mostrado que LB-100 puede potenciar los efectos citotdéxicos de temozolomida, doxorrubicina
y la radioterapia contra glioblastoma (GBM), el feocromocitoma metastatico y el cancer de pancreas (Wei, D. et al.
2013; Lu, J. et al. 2009; Zhang, C. et al. 2010; Martiniova, L. et al. 2011). LB-100 se estd sometiendo también a un
estudio de fase 1 en combinacion con docetaxel para el tratamiento de tumores sélidos (Chung, V. 2013).

Winson S. Ho et al divulgan, en ONCOTARGET, (2016), vol. 7(11), paginas 12447-12463: "la inhibicion de PP2A con
LB100 potencia la citotoxicidad de cisplatino y supera la resistencia a cisplatino en células de meduloblastoma". El
documento US2015/045373A1 divulga oxabicicloheptanos y oxabicicloheptenos, su preparacion y su uso. Andrew M.
Intlekofer et al divulgan, en JOURNAL OF LEUKOCYTE BIOLOGY, (2013), vol. 94(1), paginas 25-39: "En el banquillo:
razonamientos preclinicos del bloqueo de CTLA-4 y PD-1 como inmunoterapia del cancer".

SUMARIO DE LA INVENCION

De acuerdo con la reivindicacién 1, la presente invencién proporciona un inhibidor de PP2A para uso en un método
de:

1. (I} tratamiento de un sujeto afectado por cancer que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad efectiva del inhibidor PP2A en combinacién con una cantidad efectiva de un inhibidor de puntos de
control, en donde las cantidades, cuando se toman conjuntamente, son efectivas para tratar al sujeto; o

2. () tratamiento de un sujeto afectado por cancer y recepcién de un inhibidor de puntos de control
que comprende la administracién al sujeto de una cantidad de inhibidor PP2A eficaz para potenciar el
tratamiento en relacién con el inhibidor de puntos de control por separado; o

3. (1) tratamiento de un sujeto afectado por cancer que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad efectiva del inhibidor PP2A en combinacién con una cantidad efectiva de un inhibidor de puntos de
control, en donde las cantidades, cuando se toman conjuntamente, son efectivas para tratar el tumor o el
cancer; o

4. (IV) aumento de una respuesta de las células T a las células cancerosas en un sujeto afectado por
el cancer que comprende la administracion al sujeto de una cantidad de inhibidor de PP2A en combinacién
con una cantidad efectiva de un inhibidor de puntos de control eficaz para aumentar la respuesta de las
células T a las células cancerosas; o

5. (V) aumento de la activacion de las células T en un sujeto afectado por el cancer que comprende la
administracion al sujeto de una cantidad de inhibidor de PP2A en combinacion con una cantidad efectiva de
un inhibidor de puntos de control para aumentar de este modo la activacion de las células T;

en donde el inhibidor de puntos de control es atezolizumab, nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab
o tremelimumab; y

en donde el inhibidor de PP2A es un compuesto que tiene la estructura:
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en donde

el enlace a esta presente o ausente;

R1y Rz son conjuntamente =0;

R3 es OH, O- 0 OR9, en donde Rs es alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo;

R4 es

T . ‘\'/l.\‘\\‘ f &
7\5 \?“‘"“-«.N
% § iy
Yoo/
e
;-\f{‘. fa)
0

donde X es O, S, NR1o, N*HR10 0 N*R10R10,

donde cada Rio es independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,

Rs y Re tomados conjuntamente son =0;
Rz y Rs son cada uno H;
0 una sal, zwiterién o éster del mismo.
Las caracteristicas preferidas se definen en las reivindicaciones dependientes.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Mayor cambio en el tamafio de la lesion indicadora en pacientes con enfermedad mensurable en el
momento del ingreso.

Figura 2. Duracién de la estabilidad o respuesta parcial (circulo rojo) de la enfermedad (nimero de ciclos)
para cada paciente en orden ascendente de entrada en el estudio.

Fig. 3A. La inhibicién de PP2A potencia significativamente la produccién de IFN-y en células T CD4.
Produccién de IFN gamma a partir de células T CD4 activadas con perlas CD3/CD28 durante 5 dias en
presencia o ausencia de LB-100 a 40nM. Se afiadié o se reemplaz6 LB-100 el 3¢ dia.
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Fig. 3B. La inhibicién de PP2A potencia significativamente la produccién de IFN-y en células T CD4.
Produccién de IFN gamma a partir de células T CD4 activadas con perlas CD3/CD28 durante 5 dias en
presencia o ausencia de LB-100 a diferentes concentraciones. Se afiadio o se reemplazé LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 4A. La inhibicién de PP2A potencia significativamente la proliferacion de células T CD4. Porcentaje de
proliferacion de células T CD4 con perlas CD3/CD28 durante 5 dias en presencia o ausencia de LB-100 a
1000nM. Se afiadi6 o se reemplazo6 LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 4B. La inhibicién de PP2A potencia significativamente la proliferacion de células T CD4. Porcentaje de
proliferacion de células T CD4 con perlas CD3/CD28 durante 5 dias en presencia o ausencia de LB-100 a
diferentes concentraciones. Se afiadié o se reemplazé LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 5A. La inhibicién de PP2A potencia significativamente la proliferacién de células T CD4. Diagrama de
flujo representativo de proliferacion de células T CD4 con perlas CD3/CD28 durante 5 dias en ausencia de
LB-100. Se afiadi6 o se reemplazé LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 5B. La inhibicién de PP2A potencia significativamente la proliferacién de células T CD4. Diagrama de
flujo representativo de proliferacion de células T CD4 con perlas CD3/CD28 durante 5 dias en presencia de
LB-100 a 1000nM. Se afiadi6 o se reemplazd LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 6A. La inhibicion de PP2A potencia significativamente la expresion de la molécula coestimuladora OX40
en células T. Porcentaje de células T CD4 que expresan OX40 con perlas CD3/CD28 durante 5 dias en
presencia o ausencia de LB-100 a 1000nM. Se afiadi6 o se reemplazd LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 6B. La inhibicion de PP2A potencia significativamente la expresion de la molécula coestimuladora OX40
en células T. Porcentaje de células T CD4 que expresan OX40 con perlas CD3/CD28 durante 5 dias en
presencia o ausencia de LB-100 a diferentes concentraciones. Se afiadio o se reemplazé LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 7A. La inhibicion de PP2A potencia Tbet, un factor de transcripcién para impulsar la produccién de IFNy
en células T CD4. Porcentaje de células T CD4 que expresan Thet con perlas CD3/Cd28 durante 5 dias en
presencia o ausencia de LB-100 a 1000nM. Se afiadi6 o se reemplazd LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 7B. La inhibicion de PP2A potencia Tbet, un factor de transcripcién para impulsar la produccién de IFNy
en células T CD4. Porcentaje de proliferacion de células T CD4 en cocultivo de células dendriticas derivadas
de monocitos durante 5 dias en presencia o ausencia de LB-100 a diferentes concentraciones con o sin
anticuerpo anti-PD1. Se afiadio o se reemplazé LB-100 el 3* dia.

Fig. 8A. Proliferacion potenciada de células T CD4 con tratamiento combinado. Porcentaje de proliferacion
de células T CD4 cocultivadas con células dendriticas derivadas de monocitos durante 5 dias en presencia
0 ausencia de LB-100 a 8 nM con o sin anticuerpo anti-PD1. Se afiadi6 o se reemplazé LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 8B. Proliferacion potenciada de células T CD4 con tratamiento combinado. Porcentaje de proliferacion
de células T CD4 cocultivadas con células dendriticas derivadas de monocitos durante 5 dias en presencia
0 ausencia de LB-100 a diferentes concentraciones con o sin anticuerpo anti-PD1. Se afiadio o se reemplaz6
LB-100 el 3¢ dia.

Fig. 9A. Diagrama representativo de citometria de flujo de la proliferacién de células T CD4 en control.
Fig. 9B. Diagrama representativo de citometria de flujo de la proliferacién de células T CD4 en LB-100.
Fig. 9C. Diagrama representativo de citometria de flujo de la proliferacion de células T CD4 en anti-PD-1.

Fig. 9D. Diagrama representativo de citometria de flujo de la proliferacién de células T CD4 en LB-100 + anti-
PD-1.

Fig. 10A. Expresion de OX40 potenciada en células T CD4 con tratamiento combinado. Porcentaje de células
T CD4 que expresan OX40 cocultivadas con células dendriticas derivadas de monocitos durante 5 dias en
presencia o ausencia de LB-100 a 8 nM con o sin anticuerpo anti-PD1 a 0,05 nM. Se afiadi6 o se reemplazé
LB-100 el 3°" dia.

Fig. 10B. Expresion de OX40 potenciada en células T CD4 con tratamiento combinado. Porcentaje de células
T CD4 que expresan OX40 cocultivadas con células dendriticas derivadas de monocitos durante 5 dias en
presencia o ausencia de LB-100 a diferentes concentraciones con o sin anticuerpo anti-PD1. Se afiadié o se
reemplazé LB-100 el 3*" dia.
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Fig. 11A. Expresién de Thet potenciada en células T CD4 con tratamiento combinado. Porcentaje de células
T CD4 que expresan Tbet cocultivadas con células dendriticas derivadas de monocitos durante 5 dias en
presencia o ausencia de LB-100 a 200 nM con o sin anticuerpo anti-PD1. Se afiadié o se reemplazé LB-100
el 3¢ dia.

Fig. 11B. Expresioén de Tbet potenciada en células T CD4 con tratamiento combinado. Porcentaje de
expresion de Tbet en células T CD4 cocultivadas con células dendriticas derivadas de monocitos durante 5
dias en presencia o ausencia de LB-100 a diferentes concentraciones con o sin anticuerpo anti-PD1. Se
afiadié o se reemplazé LB-100 el 3¢" dia.

Figura 12. El inhibidor de PP2A redujo significativamente el crecimiento tumoral de melanoma B16 en ratones
tratados cada dos dias durante 8 dosis. El tratamiento se inicio el mismo dia de la implantacién del tumor.
Control - PBS, dosis baja - 0,16 mg/kg, dosis media - 0,32 mg/kg.

Fig. 13A. El inhibidor de PP2A aument¢ las células efectoras CD4/8 en ratones sin tratamiento. El tratamiento
in vivo con dosis bajas de LB indujo mas células T efectoras CD8 (izquierda) y CD4 (derecha) en ganglios
linfaticos. 5 ratones por grupo. Control - PBS, dosis baja - 0,16 mg/kg, dosis media - 0,32 mg/kg.

Fig. 13B. El inhibidor de PP2A aument6 las células efectoras CD4/8 en ratones sin tratamiento. Diagrama
representativo de citometria de flujo de CD44+CD62L- CD8 (izquierda) y CD4 (derecha) en la Fig. 13A.
Control - PBS, dosis baja - 0,16 mg/kg, dosis media - 0,32 mg/kg.

Fig. 14A. El inhibidor de PP2A redujo la expresion de PD-1 en células T CD8 en sangre y bazo. El tratamiento
in vivo con dosis bajas de LB redujo las células T CD8+ que expresan PD-1 en sangre.

Fig. 14B. El inhibidor de PP2A redujo la expresion de PD-1 en células T CD8 en sangre y bazo. El tratamiento
in vivo con dosis medias de LB redujo las células T CD8+ que expresan PD-1 en bazo.

Figura 15. El inhibidor de PP2A potenci6 la produccién de IFN-g a partir de células T humanas. Produccién
de IFNy en el sobrenadante de células T CD4 cocultivadas con DC derivadas de monocitos en presencia de
LB-100 o anti-PD-1 o una combinacién (LB-100 y anti-PD-1).

Fig. 16A. El inhibidor de PP2A redujo la expresién de PD-1 en células T CD4 humanas. Porcentaje de células
T CD4 que expresan PD-1 que se cocultivaron con DC derivadas de monocitos en presencia de control de
isotipo.

Fig. 16B. El inhibidor de PP2A redujo la expresién de PD-1 en células T CD4 humanas. Porcentaje de células
T CD4 que expresan PD-1 que se cocultivaron con DC derivadas de monocitos en presencia de LB-100.

Fig. 16C. Elinhibidor de PP2A redujo la expresion de PD-1 en células T CD4 humanas. Porcentaje de células
T CD4 que expresan PD-1 que se cocultivaron con DC derivadas de monocitos en presencia de anti-PD-1.

Fig. 16D. El inhibidor de PP2A redujo la expresion de PD-1 en células T CD4 humanas. Porcentaje de células
T CD4 que expresan PD-1 que se cocultivaron con DC derivadas de monocitos en presencia de la
combinacion (LB-100 y anti-PD-1).

Fig. 17A. Las células T efectoras CD8+CD44+ aumentan con el tratamiento con inhibidor de PP2A LB-100.
Porcentaje de poblacion de células T efectoras CD8+CD44+ en los ganglios linfaticos drenadores tumorales
de ratones portadores de tumores B16 tratados con LB-100 o PBS. 5 ratones por grupo.

Fig. 17B. Las células T efectoras CD8+CD44+ aumentan con el tratamiento con inhibidor de PP2A LB-100.
Diagrama representativo de citometria de flujo de datos que se muestran en la Fig. 17A.

Fig. 18A. Aumento de células T efectoras CD44+CD62L- CD4 en los ganglios linfaticos de ratones portadores
de tumores B16. Porcentaje de poblacion de células T efectoras CD44+CD62L- CD4 en los ganglios linfaticos
de ratones portadores de tumores B16 tratados con LB-100 o PBS. 5 ratones por grupo.

Fig. 18B. Aumento de células T efectoras CD44+CD62L- CD4 en los ganglios linfaticos de ratones portadores
de tumores B16. Diagrama representativo de citometria de flujo de datos que se muestran en la Fig. 18A.

Fig. 19A. Aumento de células T efectoras CD44+CD62L- CD8 en los ganglios linfaticos de ratones portadores
de tumores B16. Porcentaje de poblacion de células T efectoras CD44+CD62L- CD8 en los ganglios linfaticos
de ratones portadores de tumores B16 tratados con LB-100 o PBS. 5 ratones por grupo.

Fig. 19B. Aumento de células T efectoras CD44+CD62L- CD8 en los ganglios linfaticos de ratones portadores
de tumores B16. Diagrama representativo de citometria de flujo de datos que se muestran en la Fig. 19A.
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Fig. 20A. A los ratones BALB/c se implantaron células CT26 en su flanco toracico derecho por via
subcutanea. Después de 13 dias, los ratones con tumores que alcanzaban un tamafio de 30-100 mm? se
aleatorizaron y trataron con control de PBS, anti-PD-L1, LB-100 o una combinacién (LB-100 y anti-PD-1)
durante 28 dias. Volumen tumoral individual a lo largo del tiempo.

Fig. 20B. A los ratones BALB/c se implantaron células CT26 en su flanco toracico derecho por via
subcutanea. Después de 13 dias, los ratones con tumores que alcanzaban un tamafio de 30-100 mm3 se
aleatorizaron y trataron con control de PBS, anti-PD-L1, LB-100 o una combinacién (LB-100 y anti-PD-1)
durante 28 dias. Mediana de volumen tumoral a lo largo del tiempo.

Fig. 20C. A los ratones BALB/c se implantaron células CT26 en su flanco toracico derecho por via
subcutanea. Después de 13 dias, los ratones con tumores que alcanzaban un tamafio de 30-100 mm? se
aleatorizaron y trataron con control de PBS, anti-PD-L1, LB-100 o una combinacién (LB-100 y anti-PD-1)
durante 28 dias. Supervivencia del ratén a lo largo del tiempo.

Fig. 21A. Aproximadamente 60 dias después de la inoculacién inicial, los ratones curados y los ratones de
control no tratados con CT26 se (re)inocularon con células CT26 en sus flancos izquierdos. Voliumenes
tumorales individuales a lo largo del tiempo.

Fig. 21B. Aproximadamente 60 dias después de la inoculacién inicial, los ratones curados y los ratones de
control no tratados con CT26 se (re)inocularon con células CT26 en sus flancos izquierdos. Voliumenes
tumorales medios a lo largo del tiempo.

Fig. 22A. A los ratones BALB/c se implantaron células CT26 en su flanco toracico derecho por via
subcutanea. Después de 11 dias, los ratones con tumores que alcanzaban un tamafio de 30-100 mm3 se
aleatorizaron en cuatro grupos: control, deplecion de CD8, deplecion de CD8 + combinacién (LB-100 y anti-
PD-1) o solo combinacién (LB-100 y anti-PD-1). Se administraron anticuerpos depletantes de CD8 a los
ratones del grupo de deplecién. Dos dias después, los ratones comenzaron el respectivo tratamiento.
Volumen tumoral individual a lo largo del tiempo.

Fig. 22B. A los ratones BALB/c se implantaron células CT26 en su flanco toracico derecho por via
subcutanea. Después de 11 dias, los ratones con tumores que alcanzaban un tamafio de 30-100 mm3 se
aleatorizaron en cuatro grupos: control, deplecion de CD8, deplecion de CD8 + combinacién (LB-100 y anti-
PD-1) o solo combinacién (LB-100 y anti-PD-1). Se administraron anticuerpos depletantes de CD8 a los
ratones del grupo de deplecién. Dos dias después, los ratones comenzaron el respectivo tratamiento.
Mediana de volumen tumoral a lo largo del tiempo.

Fig. 22C. A los ratones BALB/c se implantaron células CT26 en su flanco toracico derecho por via
subcutanea. Después de 11 dias, los ratones con tumores que alcanzaban un tamafio de 30-100 mm3 se
aleatorizaron en cuatro grupos: control, deplecion de CD8, deplecion de CD8 + combinacién (LB-100 y anti-
PD-1) o solo combinacién (LB-100 y anti-PD-1). Se administraron anticuerpos depletantes de CD8 a los
ratones del grupo de deplecién. Dos dias después, los ratones comenzaron el respectivo tratamiento.
Supervivencia del raton a lo largo del tiempo.

Fig. 23A. Los ratones BALB/C fueron inoculados por via subcutanea con células tumorales CT26 en los
flancos toracicos derechos y tratados con control (PBS), LB-100, anti-PD-1 o una combinacién (LB-100 y
anti-PD-1), como se describe en las Figs. 22A-C. Las células T infiltrantes tumorales se analizaron mediante
citometria de flujo 12 dias después del inicio del tratamiento. El porcentaje de células T CD8+ infiltrantes
tumorales que producen IFNg+ después de 4 horas de estimulacion con PMA aumenté en el grupo
combinado (* p = 0.05).

Fig. 23B. Los ratones BALB/C fueron inoculados por via subcutédnea con células tumorales CT26 en los
flancos toracicos derechos y tratados con control (PBS), LB-100, anti-PD-1 o una combinacién (LB-100 y
anti-PD-1), como se describe en las Figs. 22A-C. Las células T infiltrantes tumorales se analizaron mediante
citometria de flujo 12 dias después del inicio del tratamiento. El porcentaje de células CD4+FoxP3 +
reguladoras T de células CD45+ en el tumor disminuy6 en el grupo de tratamiento con LB-100 (** p<0.01).

Fig. 24A. Los ratones BALB/c se inocularon con 0,5 x 108 células CT26 en el flanco toracico derecho. Cuando
los tumores alcanzaron entre 50-100 mm3, los ratones se aleatorizaron en cuatro grupos de tratamiento y se
trataron cada 2 dias durante 4 semanas.

Fig. 24B. A la izquierda, curvas de crecimiento tumoral individual: control, LB-100, a-PD-1 y una combinacion.
En el centro, tamafio medio del tumor a lo largo del tiempo. A la derecha, supervivencia acumulativa a lo
largo del tiempo.
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Fig. 24C. La eficacia de la inhibicion de PP2A con bloqueo de PD-1 depende de las células T CD8+. Los
ratones BALB/c se inocularon como en 24A. Cuando los tumores alcanzaron 30-100 mm3, los ratones se
depletaron temporalmente de células T CD8+ y se trataron con una combinacion.

Fig. 24D. A la izquierda, curvas de crecimiento tumoral individual: control, combinacién, solo deplecion de
CD-8 y combinacién con deplecién de CD8. En el centro, tamafio medio del tumor a lo largo del tiempo. A la
derecha, supervivencia acumulativa a lo largo del tiempo. Los datos son representativos de 2 experimentos
independientes. *P < 0,05, "'P < 0,01 y ***P < 0,0001 (prueba de rango logaritmico de Mantel-Cox).

Fig. 25A. Los ratones BALB/c se inocularon con 0,5 x 108 células CT26 por via subcutanea y se trataron. Los
ratones CR o de control sin tratamiento se expusieron de nuevo a pruebas durante 60 dias después de la
implantacién inicial con 0,5 x 108 células CT26 en el flanco toracico izquierdo o en combinacién con 1,25
x10° células de carcinoma de mama 4T1 en la almohadilla de grasa mamaria. Los ratones sometidos (de
nuevo) a pruebas con CT26 por separado no mostraron crecimiento de tumores CT 26.

Fig. 25B. A la izquierda, curvas de crecimiento tumoral individual: sin tratamiento, CR. A la derecha, tamafio
medio del tumor a lo largo del tiempo.

Fig. 25C. Cuantificacion del volumen tumoral de CT26 18 dias después de la inoculacién. (P<0,001, prueba
t de Student de dos colas).

Fig. 25D. Los ratones CR y sin tratamiento se sometieron (de nuevo) a pruebas con células tumorales CT26
y 4T1: sin tratamiento - CT26, CR - CT26, sin tratamiento - 471, CR - 4T1. A la izquierda, curvas de
crecimiento tumoral individual. A la derecha, tamano medio del tumor a lo largo del tiempo.

Fig. 25E. Cuantificacion del volumen tumoral de CT26 y 4T1 18 dias después de la inoculacion. (P<0,0001,
ANOVA de un factor con la prueba de comparacién multiple de Tukey).

Fig. 25F. Imagen representativa de ratones sin tratamiento y CR después de la inoculacion de tumores CT26
y 4T1.

Fig. 26A. Diagramas FACS representativos de CD44 y CD62L en células T CD8+ en el bazo.
Fig. 26B. Cuantificacion de CD62-CD44+ (de células T CD8+) en el bazo (n=4-5).

Fig. 26C. Cuantificacion de CD62-CD44+ (de células T CD8+) en ganglios linfaticos drenadores tumorales
(n=4-5).

Fig. 26D. Diagramas FACS representativos de células T CD8+ CD3+ como porcentaje de células CD45+.

Fig. 26E. Andlisis de infiltrado inmune de CD3+ expresado como porcentaje de células CD45+ (n=5). Las
barras de error describen SEM. Los datos representan uno de dos experimentos con cinco ratones/grupo
analizados de forma independiente.

Fig. 26F. Analisis de infiltrado inmune de CD8+ expresado como porcentaje de células CD45+ (n=5). Las
barras de error describen SEM. Los datos representan uno de dos experimentos con cinco ratones/grupo
analizados de forma independiente.

Fig. 26G. Analisis de infiltrado inmune de CD4+ expresado como porcentaje de células CD45+ (n=5). Las
barras de error describen SEM. Los datos representan uno de dos experimentos con cinco ratones/grupo
analizados de forma independiente.

Fig. 26H. Relacién de células CD8+ respecto a CD4+ en el tumor. Las barras de error describen SEM. Los
datos representan uno de dos experimentos con cinco ratones/grupo analizados de forma independiente.

Fig. 261. CD8+ y CD44+ expresados como porcentaje de células CD45+ en el tumor. Las barras de error
describen SEM. Los datos representan uno de dos experimentos con cinco ratones/grupo analizados de
forma independiente.

Fig. 26J. CD8+ y Ki67+ expresados como porcentaje de células CD45+ en el tumor. Las barras de error
describen SEM. Los datos representan uno de dos experimentos con cinco ratones/grupo analizados de
forma independiente.

Fig. 26K. Expresién de PD1+ en células CD8+ en el tumor. * P<0,05, (ANOVA de un factor con la prueba de
comparacion multiple de Tukey).
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Fig. 26L. Expresion de células CD4+ en el tumor. * P<0,05, (ANOVA de un factor con la prueba de
comparacion multiple de Tukey).

Fig. 27A. Diagramas FACS representativos de células T FoxP3 y CD4 en tumores. Fig. 27B. Porcentaje de
células T CD4+FoxP3+ del total de células CD3+.

Fig. 27C. Relacion de células Treg CD8+ respecto a CD4+FoxP3+ en el tumor (n= 5).

Fig. 27D. Diagramas FACS representativos de células T CD8+IFNy+ de células CD45+.
Fig. 27E. Porcentaje de células T CD8+IFNy+ de células CD45+.

Fig. 27F. Porcentaje de células T CD8+TNFa+ de células CD45+.

Fig. 27G. Porcentaje de células T CD8+ doble positivos IFNy+TNFa+ T de células CD45+.
Fig. 27H. Porcentaje de células T CD8+GranzymeB+ de células CD45+.

Fig. 271. Porcentaje de CD4+IFNy+ de células T CD4+.

Fig. 27J. Resumen de subconjuntos de células inmunitarias CD45+ y células CD45- determinado por FACS.
Los subconjuntos se describen como porcentaje de todos los eventos en vivo adquiridos (derecha) y células
CD3+ (izquierda); diagrama de la derecha: leucocitos no CD45-, CD3+, no CD3+ CD45; diagrama de la
izquierda: Treg CD8, CD4, CD4-conv. * P<0,05, (ANOVA de un factor con la prueba de comparacion multiple
de Tukey). Las barras de error describen SEM. Los datos representan uno de dos experimentos con cinco
ratones/grupo analizados de forma independiente.

Fig. 28A. Anadlisis citométrico de flujo de marcadores de activacién y puntos de control inmunitarios de (A)
CD4+ en el bazo de ratones que reciben tratamiento con LB-100 y/o aPD-1. En células T CD4+, a diferencia
de las células T CD8+, no hubo cambio en la expresién de CD62L-CD44+. Tampoco hubo cambio en la
expresion de marcadores de puntos de control inmunitarios: PD1, CTLA4, TIM3 y Ox40.

Fig. 28B. Analisis citométrico de flujo de marcadores de activacion y puntos de control inmunitarios de células
CD8+ en el bazo de ratones que reciben tratamiento con LB-100 y/o aPD-1. En las células T CD8+ no hubo
en la expresion de marcadores de puntos de control inmunitarios: PD1, CTLA4, TIM3 y Ox40.

Fig. 29A. Analisis citométrico de flujo de marcadores de activacion y puntos de control inmunitarios de CD4+
en los ganglios linfaticos drenadores (dLN) de ratones que reciben tratamiento con LB-100 y/o aPD-1. En
células T CD4+, a diferencia de las células T CD8+, no hubo cambio en la expresiéon de CD62L-CD44+. Hubo
un aumento reducido, pero significativo, de la expresién de PD-1 en grupos tratados con aPD-1, pero LB-100
por separado 0 en combinacion no alter6 adicionalmente la expresién de PD-1. No hubo cambio en la
expresion de marcadores de puntos de control inmunitarios: CTLA4, TIM3 y Ox40. *P < 0,05, *<P<0,01
(ANOVA de un factor con la prueba de comparacién miltiple de Tukey). Las barras de error describen SEM.

Fig. 29B. Andlisis citométrico de flujo de marcadores de activacién y puntos de control inmunitarios de
linfocitos CD8+ en los ganglios linfaticos drenadores (dLN) de ratones que reciben tratamiento con LB-100
y/o aPD-1. En las células T CD8+ no hubo en la expresion de marcadores de puntos de control inmunitarios:
PD1, CTLA4, TIM3 y Ox40. * P < 0,05, **<P<0,01 (ANOVA de un factor con la prueba de comparaciéon multiple
de Tukey). Las barras de error describen SEM.

Fig. 30. Estrategia de clasificacion para el andlisis citométrico de flujo de linfocitos infiltrantes tumorales. Se
utilizé la puerta SSC-FSC para excluir los restos celulares, seguido de la exclusion de dupletes por la puerta
FSC-H-FSA-A. Se utiliz6 tincién de vivos-muertos fijables (L/D) para excluir las células muertas. A
continuacion se clasificaron las células vivas en funcién de la expresion del marcador panleucocitario CD45+.
las células CD45- se consideraron células tumorales. A continuacion se fenotiparon células CD45+ en funcién
de la expresion de CD3, CD8, CD4. Las células CD45+CD3+CD8+ se clasificaron como linfocitos CD8+,
mientras que las células CD45+CD3+CD4+ se clasificaron como linfocitos CD4+. Ademas, se realiz6 la
tincion de subconjuntos CD4+ y CD8+ como se indica en el texto.

Fig. 31A. Se mostraron las relaciones de células CD3+, CD8+ y CD4+ respecto a células residentes en el
tumor CD45- para cada grupo de tratamiento. Hubo un aumento en las relaciones CD3/tumor y CD8/tumor
en el grupo de combinacién en comparacion con el control, mientras que no hubo cambios en la relacion
CD4/tumor.

Fig. 31B. Se mostr6 el nimero de células CD3+ CD8+ y CD4+ por gramo de peso de tumor para cada grupo
de tratamiento. Se observé una tendencia similar a la de la Fig. 31A, pero hubo diferencias significativas en
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CD3+ y CD8+ por gramo de tumor en un grupo tratado con aPD-1 por separado en comparacién con el
control. Hubo una tendencia de aumento adicional en CD3+ y CD8-+/tumor para el tratamiento combinado,
pero no hubo significado estadistico. *P < 0,05, ***<P<0,001 (ANOVA de un factor con la prueba de
comparaciéon miltiple de Tukey). Las barras de error describen SEM.

Fig. 32A. Analisis citométrico de flujo de marcadores de puntos de control inmunitarios de linfocitos CD4+ en
tumores de ratones que reciben tratamiento con LB-100 y/o aPD-1. En las células T CD4+ no hubo en la
expresion de marcadores de puntos de control inmunitarios: TIM3, Ox40, CTLA4 y LAGS.

Fig. 32B. Analisis citométrico de flujo de marcadores de puntos de control inmunitarios de linfocitos CD8+ en
tumores de ratones que reciben tratamiento con LB-100 y/o aPD-1. En las células T CD8+ no hubo en la
expresion de marcadores de puntos de control inmunitarios: TIM3, Ox40, CTLA4 y LAGS.

Fig. 33A. Diagrama representativo de citometria de flujo que muestra un aumento de TNF-a+. El porcentaje
mostrado es de CD3+ total.

Fig. 33B. Diagrama representativo de citometria de flujo que muestra un aumento de TNF-o+ IFN-y+ doble
positivo. El porcentaje mostrado es de CD8+ total.

Fig. 33C. Diagrama representativo de citometria de flujo que muestra un aumento de células T infiltrantes
tumorales GranzymeB + CD8. El porcentaje mostrado es de células CD3+ totales.

Fig. 34A. Los ratones C57BL/6 se aleatorizaron en cuatro grupos de tratamiento. Se inocularon 2,5 x 10°
células B16F10 2 dias después del inicio del tratamiento por via subcutanea en el flanco toracico derecho.
Los ratones se trataron cada dos dias hasta el punto final de supervivencia.

Fig. 34B. A la izquierda, curvas de crecimiento tumoral individual: control, LB-100, a-PD-1 y una combinacion.
A la derecha, tamafio medio del tumor a lo largo del tiempo.

Fig. 34C. Cuantificacion del volumen tumoral de B16 15 dias después de la inoculacién. (P<0,0001, ANOVA
de un factor con la prueba de comparacion multiple de Tukey)

Fig. 34D. Supervivencia acumulativa a lo largo del tiempo. *P < 0,05, (prueba de rango logaritmico de Mantel-
Cox). Los datos se agrupan a partir de 2 experimentos independientes.

Fig. 34E. Imagenes representativas de tincion de hematoxilina y eosina de la piel y las glandulas salivales de
cada grupo de tratamiento (n = 2-3 por grupo). Barras de escala, 100 pum.

Fig. 35. Imagenes representativas de tincion de hematoxilina y eosina del pancreas, del pulmén y del
estdbmago de cada grupo de tratamiento (n = 2-3 por grupo). Barras de escala, 100 um.

Fig. 36A. Se aislaron células CD3 T de esplenocitos de ratones y se cultivaron con o sin estimulacion
utilizando anti-CD3 inmovilizado (10 .ig/ml} y anti-CD28 soluble (2 .ig/ml). Se midio la actividad enzimatica de
PP2A después de 3 horas de activacion. Se midi6 la actividad de PP2A en relacién con el control activado
en presencia de titracién de dosis de LB-100.

Fig. 36B. Citometria de flujo que analiza AKT fosforilado en Thr308 (p-AKT(T308)) o0 Serd73 (p-AKT(S473))
después de 3 horas de estimulacién en presencia de titracion de dosis de LB-100.

Fig. 36C. Citometria de flujo que analiza S6 fosforilado (p-S6) en presencia de titracién de dosis de LB-100.
*P < 0,05, **P<0,001 (ANOVA de un factor con la prueba de comparacion multiple de Tukey). Los datos son
representativos de un experimento de dos experimentos independientes con resultados similares. Las barras
de error describen SEM.

Fig. 37. Sefializacién de AKT y mTORC después de 30 minutos de estimulacion. Citometria de flujo que
analiza AKT fosforilado en Thr308 (p-AKT(T308)), Serd473 (p-AKT(S473)) o S6 fosforilado (p-S6) después de
30 minutos de estimulacién en presencia de titracién de dosis de LB-100. (ANOVA de un factor con la prueba
de comparacion multiple de Tukey). Los datos son representativos de un experimento de dos experimentos
independientes con resultados similares. Las barras de error describen SEM.

Fig. 38A. A la izquierda, el % de células CD4 positivas para Foxp3. A la derecha, datos representativos de
citometria de flujo que demuestran la disminucién en % de células Foxp3 con LB-100. Las células se
clasificaron como células CD4+.
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Fig. 38B. Se midieron los niveles intracelulares de GATA3 con citometria de flujo, A la izquierda, el % de
células CD4 positivas para GATAS. A la derecha, datos representativos de citometria de flujo que demuestran
la disminucion en % de células GATA3 con LB-100.

Fig. 38C. Relacion de GATA3+ Th2 sobre células Thet+ Th1 CD4.

Fig. 38D. Se midi6 la produccion intracelular de IFN-y mediante citometria de flujo. A la izquierda, el % de
células CD4 positivas para IFN-y en condiciones Th1 y Th2. A la derecha, datos representativos de citometria
de flujo que muestran un aumento en el % de células IFN-y con LB-100 en condiciones tanto Tv1 como TH2.

Fig. 38E. Produccién de TNF, 11,2 e IFN-y en el sobrenadante de células T CD4* sin tratamiento activadas en
condiciones de sesgo Th1 durante 3 dias.

Fig. 38F. Produccién de TNF, IL2, IFN-y e IL4 en el sobrenadante de células T CD4+ sin tratamiento activadas
en condiciones de sesgo Th2 durante 3 dias. Los niveles de citocina se ajustaron al nimero absoluto de
células. P < 0,05, P < 0,01, *"P < 0,001 (ANOVA de un factor con la prueba de comparacién multiple de
Tukey). Los datos son representativos de un experimento de dos experimentos independientes con
resultados similares. Las barras de error describen SEM.

Fig. 39A. Se indujeron DC a partir de monocitos purificados mediante cultivo en I1L4 y GM-CSF durante 7
dias. A continuacién se cocultivaron 10% células T CD4+ etiquetadas con CFSE purificadas con 10* DC
alogénicas en presencia de una titracion de LB-100 por duplicado o triplicado durante 5 dias. Se repuso LB-
100 el dia 3. Se recolectaron los sobrenadantes el dia 5 y se midi6 la produccién de IFN-y. El analisis FACS
se realiz6 en las células de cultivo.

Fig. 39B. Proliferacion in vitro de células T CD4+ en presencia de titracion de dosis de LB-100, medida
mediante dilucién de CFSE citosoélica. A la izquierda, se represent6 graficamente el % de células divididas
frente a la concentracién de LB-100. A la derecha, datos representativos de citometria de flujo que muestran
un aumento en el % de células divididas a 1 uM de LB-100.

Fig. 39C. Se midi6 la produccion de IFN-a el dia 5, mostrando un aumento dependiente de la dosis en la
secrecion de IFN-a con LB-100.

Fig. 39D. Se realizé la tincion intracelular de T-bet en células T CD4+ después de 5 dias de cocultivo.
Porcentaje de CD4+Tbet+ (de células CD4+) frente a la concentracion de LB-100.

Fig. 39E. Produccion de (E) IFN-y en células tratadas con control de isotipo, LB-100 y/o Nivolumab, que
demuestra una respuesta sinérgica al tratamiento combinado. *P < 0,05, P < 0,01, **P < 0,001 (ANOVA de
un factor con la prueba de comparacion multiple de Tukey). Los datos son representativos de un experimento
de dos experimentos independientes con resultados similares. Las barras de error describen SEM.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un inhibidor de PP2A para uso en un método de:

1. (I} tratamiento de un sujeto afectado por cancer que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad efectiva del inhibidor PP2A en combinacién con una cantidad efectiva de un inhibidor de puntos de
control, en el que las cantidades, cuando se toman conjuntamente, son efectivas para tratar al sujeto; o

2. () tratamiento de un sujeto afectado por cancer y recepcién de un inhibidor de puntos de control
que comprende la administracién al sujeto de una cantidad de inhibidor PP2A eficaz para potenciar el
tratamiento en relacién con el inhibidor de puntos de control por separado; o

3. (1) tratamiento de un sujeto afectado por cancer que comprende la administracion al sujeto de una
cantidad efectiva del inhibidor PP2A en combinacién con una cantidad efectiva de un inhibidor de puntos de
control, en donde las cantidades, cuando se toman conjuntamente, son efectivas para tratar el tumor o el
cancer; o

4. (IV) aumento de una respuesta de las células T a las células cancerosas en un sujeto afectado por
el cancer que comprende la administracion al sujeto de una cantidad de inhibidor de PP2A en combinacién
con una cantidad efectiva de un inhibidor de puntos de control eficaz para aumentar la respuesta de las
células T a las células cancerosas; o

5. (V) aumento de la activacion de las células T en un sujeto afectado por el cancer que comprende la

administracion al sujeto de una cantidad de inhibidor de PP2A en combinacion con una cantidad efectiva de
un inhibidor de puntos de control para aumentar de este modo la activacion de las células T;
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en donde el inhibidor de puntos de control es atezolizumab, nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab
o tremelimumab; y

en donde el inhibidor de PP2A es un compuesto que tiene la estructura:

en donde

el enlace a esta presente o ausente;

R1y Rz son conjuntamente =0;

Rs es OH, O u ORy,

en donde Rg es alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo;

R4 es

@ o

donde X es O, S, NR1o, N*HR10 0 N*R1oR1o0,

donde cada Rio es independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,
I -~
AN N R ;
o

Rs y Re tomados conjuntamente son =0;
Rz y Rs son cada uno H;

0 una sal, zwiterién o éster del mismo.

En algunas realizaciones, la cantidad de compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo y la cantidad de inhibidor de
puntos de control se administran periédicamente al sujeto.

En algunas realizaciones, la cantidad de compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo y la cantidad de inhibidor de
puntos de control se administran simultdneamente, por separado o secuencialmente.

En algunas realizaciones, el inhibidor de puntos de control se administra paralelamente a, antes o después del
compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo.
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En algunas realizaciones, la cantidad de inhibidor de puntos de control y la cantidad de compuesto o sal, zwitterién o
éster del mismo, cuando se administran conjuntamente, es mas efectiva para tratar al sujeto que cuando cada agente
se administra por separado en la misma cantidad.

En algunas realizaciones, la cantidad de compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo y la cantidad de inhibidor de
puntos de control, cuando se toman conjuntamente, es efectiva para reducir un sintoma clinico del cancer en el sujeto.

En algunas realizaciones, el compuesto o sal, zwitterién o éster del mismo potencia el efecto inmunoterapéutico del
inhibidor de puntos de control.

En algunas realizaciones, el cancer es susceptible de tratamiento mediante una respuesta inmunitaria.
El inhibidor de puntos de control es atezolizumab, nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab o tremelimumab.

En algunas realizaciones, el cancer es melanoma, carcinoma de células renales, cancer de prostata, carcinoma
urotelial o cancer de ovario.

En algunas realizaciones, el cancer es melanoma.

En algunas realizaciones, el compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo se administra a una dosis de 0,25 mg/m?,
0,5 mg/m?, 0,83 mg/m?, 1,25 mg/m?, 1,75 mg/m?, 2,33 mg/m? 0 3,1 mg/m2.

En algunas realizaciones, el compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo se administra a una dosis de 2,33 mg/m?.

En algunas realizaciones, el compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo se administra durante 3 dias cada 3
semanas.

En algunas realizaciones, el ipilimumab se administra por via intravenosa a una dosis de 0,5 mg/kg - 10 mg/kg o
menos.

En algunas realizaciones, el ipilimumab se administra por via intravenosa durante 90 minutos cada 3 semanas o
menos.

En algunas realizaciones, el atezolizumab se administra por via intravenosa a una dosis de 0,1 mg/kg - 20 mg/kg o
menos.

En algunas realizaciones, el atezolizumab se administra por via intravenosa durante 60 minutos cada 3 semanas o
menos.

En algunas realizaciones, el nivolumab se administra por via intravenosa a una dosis de 0,1 mg/kg - 10 mg/kg o
menos.

En algunas realizaciones, el nivolumab se administra por via intravenosa durante 60 minutos cada 2 semanas o
menos.

En algunas realizaciones, el pembrolizumab se administra por via intravenosa a una dosis de 1 mg/kg - 10 mg/kg o
menos.

En algunas realizaciones, el pembrolizumab se administra por via intravenosa durante 30 minutos cada 3 semanas o
menos.

En algunas realizaciones, el compuesto tiene la estructura:

Ll
~
/
7
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0 una sal, zwiterién o éster del mismo.
En algunas realizaciones, el enlace a esta presente.
En algunas realizaciones, el enlace a esta ausente.
En algunas realizaciones, Rg es metilo, etilo o fenilo.
En algunas realizaciones, Re es metilo.

En algunas realizaciones, R4 es

u
N CH
j?’/ \/\N< 3

CHs
s

_g_NH\//\

, N

/?J O CHy Ph
- N WH

En algunas realizaciones, R4 es

N+
—N N<R1O
H
2
en donde Rio es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o
\§
En algunas realizaciones, R4 es

% N § R
- <~ o
AN
H kl

en donde Rig es -H, -CH3,-CH2CH3 o

En algunas realizaciones, R4 es
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—§ N H,CH; - —N/_\
ANEVAN

o
En algunas realizaciones, R4 es
% NR1g

en donde Rio es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,

Joc -

So /i
SN
o e
En algunas realizaciones, R4 es
-%— N—-H %— N—

En algunas realizaciones, R4 es

-%—N/_\O -g—N/_\S
NSNS

En algunas realizaciones, el compuesto tiene la estructura

0
| AN

en donde

el enlace a esta presente o ausente;
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Rg esta presente o ausente y, cuando esta presente, es alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo; y

X es O, NRi1o, N*HR10 0 N*RioR1o,

donde cada R1o es independientemente H, alquilo
alquinilo sustituido, arilo,

A X

0 una sal, zwiterién o éster del mismo.

En algunas realizaciones, el compuesto tiene la estructura

O

OH

N X
0O

en donde
el enlace a esta presente o ausente;

X es O o NRjo,

donde cada Rio es independientemente H, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo,

alquinilo sustituido, arilo,

AX

0 una sal, zwiterién o éster del mismo.

, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo,

En algunas realizaciones, el compuesto tiene la estructura

N X
| N4

en donde
el enlace a esta presente o ausente;

X es O o NH*Rio,
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donde Rio es H, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, arilo,
o}

i

0 una sal, zwiterién o éster del mismo.

2

En algunas realizaciones, el compuesto tiene la estructura

N N+
N

o una sal o éster del mismo.

También se describe un método de inhibicién de la funcién de CTLA-4 en células T que comprende la administracion
a las células T de un inhibidor de PP2A para inhibir de este modo la funciéon de CTLA-4.

También se describe un método de inhibicion de la funcién de CTLA-4 en un sujeto afectado por cancer que
comprende la administracién al sujeto de un inhibidor de PP2A para inhibir de este modo la funcién de CTLA-4 en el
sujeto.

También se describe un método de aumento de la activacion de células T en un sujeto afectado por cancer que
comprende la administracion al sujeto de un inhibidor de PP2A para aumentar de este modo la activacioén de células
T.

También se describe un método de aumento de la respuesta de células T a células cancerosas en un sujeto afectado
por cancer que comprende la administracion al sujeto de un inhibidor de PP2A para inhibir de este modo la respuesta
de células T a las células cancerosas.

La presente invencion también proporciona el inhibidor de PP2A para uso en un método de tratamiento de un sujeto
afectado por cancer que comprende la administracién al sujeto de una cantidad efectiva de inhibidor de puntos de
control CTLA-4 seleccionado a partir de ipilimumab y tremelimumab, y una cantidad efectiva de inhibidor de PP2A, en
donde las cantidades, cuando se toman conjuntamente, son efectivas para tratar al sujeto.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PP2A altera la interaccién de PP2A con CTLA-4.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PP2A disminuye la unién de PP2A a CTLA-4.

En algunas realizaciones, el cancer es susceptible a la inmunoterapia anti-CTLA-4.

En algunas realizaciones, el sujeto tiene una activacion reducida de células T mediada por CTLA-4.

En algunas realizaciones, el cancer tiene anomalias en la funcién de PP2A y/o en la via de reparacion de darfios en el
ADN.

En algunas realizaciones del método anterior, el inhibidor de PP2A es efectivo para tratar a un sujeto afectado por
cancer.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PP2A altera la interaccién de PP2A con CTLA-4.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PP2A aumenta la unién de PP2A a CTLA-4.
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Los canceres susceptibles de inmunoterapia anti-CTLA-4 incluyen, entre otros, canceres que han demostrado ser
susceptibles de inmunoterapia anti-CTLA-4 en ensayos preclinicos o clinicos.

Los canceres susceptibles de inmunoterapia anti-PD-1 o anti-PD-L1 incluyen, entre otros, canceres que han
demostrado ser susceptibles de inmunoterapia anti-PD-1 o anti-PD-L1 en ensayos preclinicos o clinicos.

En algunas realizaciones, la cantidad de compuesto es efectiva para reducir un sintoma clinico del cancer en el sujeto.
En algunas realizaciones, el tratamiento comprende el aumento de células T citotoxicas en el sujeto.

En algunas realizaciones, el tratamiento comprende el aumento de células T citotéxicas que interaccionan con células
cancerosas en el sujeto.

En algunas realizaciones, el tratamiento comprende el aumento de células cancerosas muertas por las células T
citotéxicas en el sujeto.

Los tipos de células T incluyen células "asesinas" citotéxicas CD8* y células T "colaboradoras" CD4+*. Estas (ltimas
abarcan subtipos implicados en la regulacion de respuestas inmunitarias, como células "Treg" y Otras que estimulan el
sistema inmunitario adquirido, incluido el reconocimiento de proteinas "no propias" que pueden estimular las células
T asesinas o células B productoras de anticuerpos. Los clones especificos de células T, algunos de los cuales se
mantienen después de la exposicién al antigeno en niveles bajos como linfocitos T de "memoria", se activan mediante
combinaciones particulares de MHC/epitopo, lo que conduce a la liberacidon de citocinas, la expansiéon clonal y
respuestas inmunitarias adquiridas.

En algunas realizaciones, las células T son células T CD4+, células T CD8+ y/o células T CD4+CD8+.

En algunas realizaciones, el cancer es carcinoma hepatocelular, osteosarcoma humano, cancer primario de higado,
cancer gastrico, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer colorrectal, cancer de pulmoén de células no
pequefias, sarcoma de tejidos blandos, seminoma, cancer de mama, linfoma, fibrosaroma, neuroblastoma, cancer de
ovario mucinoso, cancer de vejiga urotelial, carcinoma de células escamosas del cuello uterino, linfoma difuso de
células B grandes, adenoma de pulmon, hepatoma, cancer intestinal fibrosarcoma, osteosarcoma, cancer de prostata,
angiomiolipoma, adenocarcinoma mamario, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica crénica y mieloma multiple
y otras neoplasias de células plasmaticas.

En algunas realizaciones, el cancer es adenoma de pulmon, hepatoma, carcinoma hepatocelular, cancer intestinal,
linfoma, fibrosarcoma, osteosarcoma, cancer de prostata, angiomiolipoma o adenocarcinoma mamario.

En algunas realizaciones, el cancer es leucemia mieloide aguda.

En algunas realizaciones, el cancer es cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmoén de células grandes,
adenocarcinoma de pulmén, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de estémago, cancer de higado,
adenocarcinoma de ovario, carcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, leucemia promilocitica, leucemia
mieldégena cronica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica, mieloma miltiple y neoplasias de células
plasmaticas, cancer colorrectal, cancer de ovario, linfoma, linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, neuroblastoma,
meduloblastoma, glioblastoma, cordoma, meningioma (maligno y no maligno), glioma pontino intrinseco difuso o tumor
teratoide/rabdoide atipico.

En algunas realizaciones, el cancer es un cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén de células grandes,
adenocarcinoma de pulmén, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de estémago, cancer de higado,
adenocarcinoma de ovario, carcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, leucemia promilocitica aguda, leucemia
mieldégena cronica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica, mieloma miltiple y neoplasias de células
plasmaticas, cancer colorrectal, cancer de ovario, linfoma, linfoma no Hodgkin o linfoma de Hodgkin.

En algunas realizaciones, el cancer es un cancer cerebral.

En algunas realizaciones, el cancer cerebral es un glioma, astrocitoma pilocitico, astrocitoma difuso de bajo grado,
astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme, oligodendroglioma, ependimoma, meningioma, tumor de la glandula
pituitaria, linfoma primario del sistema nervioso central, meduloblastoma, craneofaringioma o glioma pontino intrinseco
difuso.

El método puede comprender ademas la administracion al sujeto de un agente anticancerigeno, por ejemplo radiacién
X o radiacién ionizante.

En algunas realizaciones, la célula objetivo es una célula cancerosa.
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En algunas realizaciones, el cancer es un cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén de células grandes,
adenocarcinoma de pulmén, cancer de pulmon de células pequefias, cancer de estémago, cancer de higado,
adenocarcinoma de ovario, carcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, leucemia promilocitica, leucemia
mielégena crénica, leucemia linfoblastica aguda, cancer colorrectal, cancer de ovario, linfoma, linfoma no Hodgkin o
linfoma de Hodgkin.

Los analogos de LB-100 tienen actividad analoga a LB-100 y exhiben efectos similares en los métodos descritos en
el presente documento. Tales analogos incluyen los compuestos descritos en la Publicacion de Solicitud Internacional
PCT N® WO 2008/097561, publicada el 14 de agosto de 2008; la Publicaciéon de Solicitud Internacional PCT N® WO
2010/014254, publicada el 4 de febrero de 2010; la Publicacién de Solicitud Internacional PCT N® WO 2015/073802,
publicada el 21 de mayo de 2015; y la Publicacién de Solicitud Internacional PCT N WO 2016/186963, publicada el
24 de noviembre de 2016.

Los compuestos que actian como profarmacos para la administracion in vivo de LB-100 y/o endothal tienen actividad
analoga a LB-100 y exhiben efectos similares en los métodos descritos en el presente documento. Mas
especificamente, la administracion del profarmaco proporciona un efecto similar a la administracion de LB-100. Los
profarmacos de LB-100 y/o endothal incluyen los compuestos descritos en la Publicaciéon de Solicitud Internacional
PCT N2 WO 2015/073802, publicada el 21 de mayo de 2015; y la Publicacién de Solicitud Internacional PCT N° WO
2016/186963, publicada el 24 de noviembre de 2016.

Salvo que se especifique lo contrario, cuando la estructura de un compuesto utilizado en el método de esta invencién
incluye un atomo de carbono asimétrico, se entiende que el compuesto se presenta como racemato, mezcla racémica
y enantiémero Unico aislado. Todas estas formas isoméricas de estos compuestos se incluyen expresamente en esta
invencion. Salvo que se especifique lo contrario, cada carbono estereogénico puede ser de configuracion R o S. Debe
entenderse en consecuencia que los isdémeros que surgen de tal asimetria (por ejemplo todos los enantiémeros y
diasteredmeros) estan incluidos dentro del alcance de esta invencién, a menos que se indique lo contrario. Tales
isbmeros pueden obtenerse en forma sustancialmente pura mediante técnicas de separacidn clasicas y mediante
sintesis controlada estereoquimicamente, como las descritas en "Enantiomers, Racemates and Resolutions" por J.
Jacques, A. Collet y S. Wilen, Pub. John Wiley & Sons, NY, 1981. Por ejemplo, la resolucién puede llevarse a cabo
mediante cromatografia preparativa en una columna quiral.

La invencion en cuestion también presente incluir todos los isétopos de atomos que se encuentran en los compuestos
en el método descrito en el presente documento. Los is6topos incluyen aquellos atomos que tienen el mismo nimero
atémico pero diferente nimeros masicos. A modo de ejemplo y sin limitacion, los is6topos de hidrégeno incluyen tritio
y deuterio. Los isétopos de carbono incluyen C-13 y C-14.

Se observara que cualquier notacion de un carbono en estructuras a lo largo de esta solicitud, cuando se utiliza sin
anotacién adicional, pretende representar todos los is6topos de carbono, como '2C, 3C, o *C. Ademas, cualquier
compuesto que contenga '*C o '*C puede tener especificamente la estructura de cualquiera de los compuestos
divulgados en el presente documento. Se observara que cualquier notacién de un hidrégeno en estructuras a lo largo
de esta solicitud, cuando se utiliza sin anotacién adicional, pretende representar todos los is6topos de hidrégeno,
como 'H, 2H o 3H. Ademas, cualquier compuesto que contenga 2H o 3H puede tener especificamente la estructura de
cualquiera de los compuestos divulgados en el presente documento. Los compuestos etiquetados isotdpicamente
pueden prepararse generalmente mediante técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia
utilizando reactivos apropiados etiquetados isotépicamente en lugar de los reactivos no etiquetados empleados.

Se puede administrar al sujeto una composicion farmacéutica que comprenda un compuesto de la presente invencién
y al menos un portador farmacéuticamente aceptable para el tratamiento del cancer en el sujeto.

El portador farmacéuticamente aceptable puede comprender un liposoma.
El compuesto puede estar contenido en un liposoma o una microesfera.

La composicién farmacéutica puede comprender el inhibidor de PP2A y un inhibidor de puntos de control CTLA-4
seleccionado a partir de ipilimumab y tremelimumab.

En algunas realizaciones, el sujeto es un humano.
En algunas realizaciones, el compuesto y/o el inhibidor de puntos de control se administra al sujeto por via oral.

También se divulga un método para optimizar la concentracion de LB-100 en el torrente sanguineo de un sujeto al
que se ha administrado una dosis de LB 1-00 que comprende:

(a) medicién de la concentracion plasmatica de LB-100 en el sujeto;

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2970913 T3

(b) determinacion de si es necesario administrar una dosis adicional de LB-100 al sujeto en base a la medicion
realizada en (a); y

(c} administracién de una dosis adicional o dosis adicionales de LB-100 segun sea necesario en base a la
determinacién en (b).

El anterior paso (b) puede comprender la determinacion de si es necesario administrar una dosis de LB-100 adicional
al sujeto en base a que la medicién en (a) sea superior, inferior o igual a la Concentracién Minima Efectiva (MEC) de
LB-100.

La dosis inicial de LB-100 administrado al sujeto puede ser una cantidad de 0,1 mg/m? a 5 mg/m?.
La dosis adicional de LB-100 administrado al sujeto puede ser una cantidad de 0,1 mg/m? a 5 mg/m?2.

El compuesto puede administrarse a una dosis de 0,25 mg/m?, 0,5 mg/m?, 0,83 mg/m?, 1,25 mg/m?, 1,75 mg/m?, 2,33
mg/m? 0 3,1 mg/mZ.

El compuesto puede administrarse a una dosis de 2,33 mg/m2.

El compuesto puede administrarse durante 3 dias cada 3 semanas.

La dosis adicional de LB-100 administrado al sujeto puede ser una cantidad de 25 % menos que la dosis inicial.
La dosis adicional de LB-100 administrado al sujeto puede ser una cantidad de 50 % menos que la dosis inicial.
La dosis adicional de LB-100 administrado al sujeto puede ser una cantidad de 75 % menos que la dosis inicial.
La dosis adicional de LB-100 administrado al sujeto puede ser una cantidad de 25 % mas que la dosis inicial.
La dosis adicional de LB-100 administrado al sujeto puede ser una cantidad de 50 % mas que la dosis inicial.
La dosis adicional de LB-100 administrado al sujeto puede ser una cantidad de 75 % mas que la dosis inicial.

El sujeto puede tratarse adicionalmente con una terapia anticancerigena paralelamente a, antes o después de la
administracién.

Algunos ejemplos de terapia contra el cancer son radioterapia o quimioterapia, terapia dirigida para promover la
liberacion de antigenos, vacunacién para promover la presentacion de antigenos, agonista de moléculas
coestimuladoras o bloqueo de moléculas coinhibidoras para amplificar la activacién de células T, inhibicion de trafico
de células T reguladoras o de células supresoras derivadas de mieloides, factor de crecimiento endotelial antivascular
para estimular la infiliracion intratumoral de células T, transferencia adoptiva de células para aumentar el
reconocimiento del cancer mediante infiltracion de células T o estimulacién de la destruccion de tumores. Se pueden
encontrar mas ejemplos en Swart et al. 2016; Topalian et al. 2015; y Tsiatas et al. 2016.

La terapia anticancerigena puede comprender inmunoterapia. El término "inmunoterapia” se refiere al tratamiento de
un sujeto afectado por una enfermedad mediante un método que comprende la induccion, la mejora, la supresion o la
modificaciéon de una respuesta inmunitaria. Los agentes de inmunoterapia pueden incluir anticuerpos dirigidos a uno
o mas de CTLA-4, PD-1, PD-L1, GITR, OC40, LAG-3, KIR, TIM-3, B7-H3, B7-H4, CD28, CD40 y CD137.

La terapia anticancerigena puede comprender la administracién de un agente anticancerigeno.

El agente anticancerigeno puede ser un modulador de puntos de control inmunitarios. El término "modulador de puntos
de control inmunitarios" se refiere a un agente que interacciona directa o indirectamente con un punto de control
inmunitario. Se pueden administrar moduladores de puntos de control inmunitarios para superar las sefiales inhibitorias
y permitir y/o aumentar una adhesién inmunitaria contra células cancerosas. En algunas realizaciones, un modulador
de puntos de control inmunitarios aumenta una respuesta efectora inmunitaria (por ejemplo la respuesta de células T
citotoxicas). En algunas realizaciones, un modulador de puntos de control inmunitarios reduce, elimina o evita la
tolerancia inmunitaria a uno o0 méas antigenos. Por ejemplo, los moduladores de puntos de control inmunitarios pueden
facilitar las respuestas de las células inmunitarias disminuyendo, inhibiendo o anulando la sefializacién por reguladores
negativos de la respuesta inmunitaria (por ejemplo CTLA4), estimulando o potenciando la sefializacién de reguladores
positivos de la respuesta inmunitaria (por ejemplo CD28) o evitando las respuestas autoinmunitarias y limitando el
dafio tisular mediado por células inmunitarias.

El agente anticancerigeno puede comprender un anticuerpo o una parte de unién a antigeno del mismo.
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El agente anticancerigeno puede comprender un inhibidor de ligando 1 de muerte programada (PD-L1). El inhibidor
PD-L1 puede ser atezolizumab.

Atezolizumab, el principio activo de Tecentriq™, es un anticuerpo humano blogueante de ligando-1 de muerte
programada (PD-L1). Atezolizumab se identifica por anticuerpos especificos (Tecentrig, Food and Drug Administration
Approved Labeling (referencia 1D:4000525) [online], Genentech Inc., 2016 [recuperado el 24 de febrero de 2017],
recuperado de Internet: <URL: www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2016/7610411bl.pdf >).

La dosis recomendada y la pauta para atezolizumab es 1200 mg administrados por via intravenosa durante 60 minutos
cada 3 semanas hasta progresion de la enfermedad o toxicidad inaceptable. Las infusiones posteriores pueden
administrarse durante 30 minutos si se tolera la primera infusion.

La administracién de atezolizumab puede comprender 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15
mg/kg, 20 mg/kg o menos de atezolizumab.

La administracion perioédica de atezolizumab puede comprender 1, 2, 3, 4 0 menos administraciones de atezolizumab.
La administracién de nivolumab puede ser cada 2 o0 3 semanas 0 menos.

El anticuerpo o la parte de unién al antigeno del mismo puede unirse especificamente a un receptor de muerte
programada-1 (PD-1) e inhibe la actividad de PD-1 ("anticuerpo anti-PD-1"). El anticuerpo anti-PD-1 puede ser
nivolumab o pembrolizumab.

Nivolumab, el principio activo de Opdivo™, es un anticuerpo humano bloqueante de receptor-1 de muerte programada
(PD-1). Nivolumab se identifica por anticuerpos especificos (Opdivo™, Food and Drug Administration Approved
Labeling (referencia 1D:3677021) [online],Bristol-Myers Squibb, 2014 [recuperado el 24 de febrero de 2017],
recuperado de Internet: <URL: www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2014/125554Ibl.pdf>).

La dosis recomendada y la pauta para nivolumab es 3 mg/kg administrados por via intravenosa durante 60 minutos
cada 2 semanas durante 4 dosis hasta progresion de la enfermedad o toxicidad inaceptable.

La administracién de nivolumab puede comprender 0,1 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5
mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg o menos de nivolumab.

La administracién periédica de nivolumab puede comprender 1, 2, 3, 4 o menos administraciones de nivolumab.
La administracién de nivolumab puede ser cada 2 0 3 semanas 0 menos.

Pembrolizumab, el principio activo de Keytruda™, es un anticuerpo humano bloqueante de receptor-1 de muerte
programada (PD-1). Pembrolizumab se identifica por anticuerpos especificos (Keytruda, Food and Drug Administration
Approved Labeling (referencia 1D:3621876) [online], Merck & Co., 2014 [recuperado el 24 de febrero de 2017],
recuperado de Internet: <URL: www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2014/125514Ibl.pdf>).

La dosis recomendada y la pauta para pembrolizumab es 2 mg/kg administrados por via intravenosa durante 30
minutos cada 3 semanas hasta progresion de la enfermedad o toxicidad inaceptable.

La administracién de pembrolizumab puede comprender 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7
mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg o menos de pembrolizumab..

La administracién periédica de pembrolizumab puede comprender 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18 0 menos administraciones de pembrolizumab.

La administracién de pembrolizumab puede ser cada 2 0 3 semanas 0 menos.

El anticuerpo Tge o la parte de unién al antigeno del mismo puede unirse especificamente al antigeno-4 de los
linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) e inhibe la actividad de CTLA-4 ("anticuerpo anti-CTLA-4"}. El anticuerpo anti-CTLA-
4 puede ser ipilimumab o tremelimumab.

Ipilimumab, el principio activo de Yervoy™, es un anticuerpo humano blogueante de antigeno-4 de linfocitos T
citotoxicos (CTLA-4). Ipilimumab se identifica por anticuerpos especificos (Yervoy, Food and Drug Administration
Approved Labeling (Reference ID: 3839653) [online], Bristol-Myers Squibb, 2015 [recuperada el 24 de febrero de
2017], recuperada de Internet: <URL: www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2015/125377s073Ibl.pdf>).

La dosis recomendada y la pauta para ipilimumab para melanoma irresecable o metastatico es 3 mg/kg administrados
por via intravenosa durante 90 minutos cada 3 semanas durante 4 dosis. La dosis recomendada y la pauta para
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ipilimumab para el tratamiento adyuvante de melanoma es 10 mg/kg administrados por via intravenosa durante 90
minutos cada 3 semanas durante 4 dosis, seguidos de 10 mg/kg cada 12 semanas durante un maximo de 3 afios.

La administracion de ipilimumab puede comprender 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg,
7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg o menos de ipilimumab.

La administracion peridédica de ipilimumab puede comprender 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16 0 menos
administraciones de ipilimumab.

La presente invencion también proporciona el inhibidor de PP2A para uso en un método de tratamiento de un tumor
o cancer en un sujeto, que comprende la administracién al sujeto de una cantidad efectiva del inhibidor de PP2A en
combinacion con una cantidad efectiva de atezolizumab, nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab o tremelimumab, en
donde el tumor o el cancer es susceptible de tratamiento mediante una respuesta inmunitaria.

La presente invencién también proporciona el inhibidor de PP2A para uso en un método de aumento de la respuesta
de las células T a las células cancerosas en un sujeto afectado por cancer, que comprende la administracion al sujeto
de una cantidad efectiva del inhibidor de PP2A en combinacién con una cantidad efectiva de atezolizumab, nivolumab,
pembrolizumab, ipilimumab o tremelimumab para aumentar la respuesta de las células T.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PP2A tiene la estructura:

o]
o
/ \ +
N N
\
H
0 .

En algunas realizaciones, el método comprende ademas la administracién de uno o mas agentes anticancerigenos
adicionales.

La presente invencion también proporciona el inhibidor de PP2A para uso en un método de tratamiento de un sujeto
afectado por cancer que comprende la administracion al sujeto de una cantidad efectiva de inhibidor de PP2A en
combinacion con una cantidad efectiva de atezolizumab, nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab o tremelimumab, en
donde las cantidades, cuando se toman conjuntamente, son efectivas para tratar al sujeto.

La presente invencion también proporciona el inhibidor de PP2A para uso en un método de tratamiento de un sujeto
afectado por cancer y que recibe atezolizumab, nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab o tremelimumab, que
comprende la administracion al sujeto de una cantidad de inhibidor de PP2A efectiva para reforzar el tratamiento en
relacién con atezolizumab, nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab o tremelimumab por separado.

En algunas realizaciones, el cancer es susceptible de tratamiento mediante una respuesta inmunitaria.

Los compuestos de la presente invencién son inhibidores de proteina fosfatasa 2A (PP2A). Los métodos de
preparacién se pueden encontrar en Lu et al., 2009; el documento US 7,998,957 B2; y el documento US 8,426,444
B2. El compuesto LB-100 es un inhibidor de PP2A in vitro en células cancerosas humanas y en xenoinjertos de células
tumorales en ratones cuando se administra por via parenteral en ratones. LB-100 inhibe el crecimiento de células
cancerosas en sistemas modelo de ratén.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "sintoma" asociado a la lesién por reperfusion incluye cualquier
manifestacion clinica o de laboratorio asociada a la lesién por reperfusion y no se limita a lo que el sujeto puede sentir
u observar.

Tal como se utiliza en el presente documento, "tratamiento de las enfermedades” o "tratamiento”, por ejemplo de la
lesion por reperfusion, abarca induccién de la prevencién, inhibicién, regresion o estasis de la enfermedad o de un
sintoma o condicién asociado a la enfermedad.

Tal como se utiliza en el presente documento, "inhibicion" de la progresion de la enfermedad o de la complicacion de

la enfermedad en un sujeto significa la prevencién o la reduccién de la progresién de la enfermedad y/o de la
complicacion de la enfermedad en el sujeto.
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Tal como se utiliza en el presente documento, "alquilo" pretende incluir grupos hidrocarburo alifaticos saturados
ramificados y de cadena lineal con el nimero de atomos de carbono especificado. Por lo tanto, C1-Cr como en "alquilo
C1-Cn" se define para incluir grupos con 1, 2......, n-1 o n carbonos en una disposicion lineal o ramificada, y
especificamente incluye metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, isopropilo, isobutilo, sec-butilo, etcétera.
Una realizacién puede ser alquilo C1-Czo, alquilo C2-Czo, alquilo C3-Czo, alquilo C4-Czo, etcétera. Una realizacion puede
ser alquilo C1-Cao, alquilo C2-Cso, alquilo C3-Cao, alquilo C4-Cao, etcétera. "Alcoxi” representa un grupo alquilo como se
describi¢ anteriormente unido a través de un puente de oxigeno.

El término "alquenilo” se refiere a un radical hidrocarburo no aromatico, lineal o ramificado, que contiene al menos 1
doble enlace carbono a carbono y puede estar presente hasta el maximo nimero posible de dobles enlaces carbono-
carbono no aromaticos. Por lo tanto, alquenilo C2-Cn se define para incluir grupos con 1, 2...., n-1 o n carbonos. Por
ejemplo, "alquenilo C2-Cs" significa un radical alquenilo con 2, 3, 4, 5 o 6 atomos de carbono y al menos 1 doble enlace
carbono-carbono y hasta, por ejemplo, 3 dobles enlace carbono-carbono en el caso de un alquenilo Ce,
respectivamente. Los grupos alquenilo incluyen etenilo, propenilo, butenilo y ciclohexenilo. Como se describe
anteriormente con respecto a alquilo, la parte lineal, ramificada o ciclica del grupo alquenilo puede contener dobles
enlaces y puede estar sustituida si se indica un grupo alquenilo sustituido. Una realizacién puede ser alquenilo C2-Ciz,
alquenilo C3-C12, alquenilo C2-C2o, alquenilo C3-Czo, alquenilo C2-Cso 0 alquenilo Cs-Cao.

El término "alquinilo" se refiere a un radical hidrocarburo no aromatico, lineal o ramificado, que contiene al menos 1
triple enlace carbono a carbono y puede estar presente hasta el maximo nimero posible de triples enlaces carbono-
carbono no aromaticos. Por lo tanto, alquinilo C2-Cr se define para incluir grupos con 1, 2...., n-1 o n carbonos. Por
ejemplo, "alquinilo C2-Cs" significa un radical alquinilo con 2 o 3 atomos de carbono y 1 triple enlace carbono-carbono,
o con 4 o 5 atomos de carbono y hasta 2 triples enlaces carbono-carbono, o con 6 atomos de carbono y hasta 3 triples
enlaces carbono-carbono. Los grupos alquinilo incluyen etinilo, propinilo y butinilo. Como se describe anteriormente
con respecto a alquilo, la parte lineal, ramificada o ciclica del grupo alquinilo puede contener triples enlaces y puede
estar sustituida si se indica un grupo alquinilo sustituido. Una realizacién puede ser un alquinilo C2-Ci. Una realizacién
puede ser alquinilo C2-C12 o alquinilo Cs-Ci2, alquinilo C2-Cao, alquinilo Cs-Czo, alquinilo C2-Cso 0 alquinilo Cs-Cao.

Tal como se utiliza en el presente documento, "arilo” pretende significar cualquier anillo de carbono monociclico o
biciclico estable de hasta 10 atomos de carbono en cada anillo, en donde al menos un anillo es aromatico. Algunos
ejemplos de tales elementos de arilo incluyen fenilo, naftilo, tetrahidro-naftilo, indanilo, bifenilo, fenantrilo, antrilo o
acenaftilo. En casos en los que el sustituyente arilo es biciclico y un anillo no es aromatico, se entiende que la unién
se realiza a través del anillo aromatico. Los arilos sustituidos incluidos en esta invencién incluyen sustitucién de
cualquier posicion adecuada con aminas, aminas sustituidas, alquilaminas, hidroxilos y alquilhidroxilos, en donde la
parte "alquilo" de las alquilaminas y alquilhidroxilos es un alquilo C2-Cn como se define anteriormente. Las aminas
sustituidas pueden sustituirse por grupos alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo como se define anteriormente.

Cada aparicion de alquilo, alquenilo o alquinilo esta ramificada o no ramificada, sustituida o no sustituida.

Los sustituyentes alquilo, alquenilo, alquinilo y arilo pueden ser no sustituidos o no sustituidos, a menos que se defina
especificamente lo contrario. Por ejemplo, un alquilo (C1-Cs} puede estar sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados a partir de OH, oxo, halégeno, alcoxi, dialquilamino o heterociclilo, como morfolinilo, piperidinilo,
etcétera.

En los compuestos de la presente invencién, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo pueden estar sustituidos ademas
mediante reemplazo de uno o mas atomos de hidrégeno por grupos no hidrégeno descritos en el presente documento
en la medida de lo posible. Estos incluyen, entre otros, halo, hidroxi, mercapto, amino, carboxi, ciano y carbamoilo.

El término "sustituido" tal como se utiliza en el presente documento significa que una estructura dada tiene un
sustituyente que puede ser un grupo alquilo, alquenilo o arilo como se define anteriormente. Se considerara que el
término incluye miltiples grados de sustitucién pro un sustituyente nombrado. Cuando se divulguen o reivindiquen
multiples fracciones de sustituyente, el compuesto sustituido puede estar sustituido independientemente por una o
mas de las fracciones de sustituyente reivindicadas, individual o pluralmente. Por sustituido independientemente se
entiende que los (dos 0 mas) sustituyentes pueden ser iguales o diferentes.

Se entiende que los sustituyentes y los patrones de sustitucién de los compuestos de la invencion inmediata pueden
ser seleccionados por un experto ordinario en la materia para proporcionar compuestos que sean quimicamente
estables y que puedan sintetizarse facilmente mediante técnicas conocidas de la técnica, asi como los métodos que
se exponen a continuacién, a partir de materiales de partida facilmente disponibles. Si un sustituyente esta sustituido
de por si con mas de un grupo, se entiende que estos multiples grupos pueden estar en el mismo carbono o en
diferentes carbonos, siempre que resulte una estructura estable.

Tal como se utiliza en el presente documento, la "administracién” de un agente puede realizarse utilizando cualquiera
de los diversos métodos o sistemas de suministro bien conocidos por los expertos en la materia. La administracion
puede realizarse, por ejemplo, por via oral, parenteral, intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, transdérmica,
sublingual, intramuscular, rectal, transbucal, intranasal, liposomal, por inhalacién, vaginal, intraocular, via de
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suministro local, subcutanea, intraadiposa, intraarticular, intratecal, en un ventriculo cerebral, intraventricular,
intratumoral, en parénquima cerebral o intraparenquimalida.

Los siguientes sistemas de suministro, que emplean una serie de portadores farmacéuticos utilizados de forma
rutinaria, pueden utilizarse pero solo son representativos de los muchos sistemas posibles previstos para la
administracion de composiciones de acuerdo con la invencion.

Los sistemas de administracion de farmacos inyectables incluyen soluciones, suspensiones, geles, microesferas e
inyectables poliméricos, y pueden comprender excipientes como agentes que alteran la solubilidad (por ejemplo
etanol, propilenglicol y sacarosa) y polimeros (por ejemplo policaprilactonas y PLGA).

Otros sistemas de suministro de drogas inyectables incluyen soluciones, suspensiones, geles. Los sistemas de
suministro oral incluyen comprimidos y capsulas. Estos pueden contener excipientes como aglutinantes (por ejemplo
hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, otros materiales celulésicos y almidén), diluyentes (por ejemplo lactosa
y otros azUcares, almidén, fosfato dicalcico y materiales celuldsicos), agentes disgregantes (por ejemplo polimeros de
almidén y materiales celulésicos) y agentes lubricantes (por ejemplo estearatos y talco).

Los sistemas implantables incluyen varillas y discos y pueden contener excipientes como PLGA y policaprolactona.

Los sistemas de suministro oral incluyen comprimidos y capsulas. Estos pueden contener excipientes como
aglutinantes (por ejemplo hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, otros materiales celulésicos y almidon),
diluyentes (por ejemplo lactosa y otros azlcares, almidén, fosfato dicalcico y materiales celulésicos), agentes
disgregantes (por ejemplo polimeros de almidén y materiales celulésicos) y agentes lubricantes (por ejemplo
estearatos y talco).

Los sistemas de suministro transmucosa incluyen parches, comprimidos, supositorios, pesarios, geles y cremas, y
pueden contener excipientes como solubilizantes y potenciadores (por ejemplo propilenglicol, sales biliares y
aminoacidos) y otros vehiculos (por ejemplo polietilenglicol, ésteres y derivados de acidos grasos, y polimeros
hidréfilos como hidroxipropilmetilcelulosa y acido hialurénico).

Los sistemas de suministro dérmico incluyen, por ejemplo, geles acuosos y no acuosos, cremas, emulsiones multiples,
microemulsiones, liposomas, unglientos, soluciones acuosas y no acuosas, lociones, aerosoles, bases y polvos de
hidrocarburo, y pueden contener excipientes como solubilizantes, potenciadores de la permeacién (por ejemplo acidos
grasos, ésteres de acidos grasos, alcoholes grasos y aminodacidos) y polimeros hidréfilos (por ejemplo policarbéfilo y
polivinilpirrolidona). En una realizacion, el portador farmacéuticamente aceptable es un liposoma o un potenciador
transdérmico.

Las soluciones, suspensiones y polvos para sistemas de suministro reconstituibles incluyen vehiculos como agentes
de suspensién (por ejemplo gomas, zantanos, celuldésicos y azlcares), humectantes (por ejemplo sorbitol),
solubilizadores (por ejemplo etanol, agua, PEG y propilenglicol}, tensioactivos (por ejemplo laurilsulfato de sodio,
Spans, Tweens y cetilpiridina), conservantes y antioxidantes (por ejemplo parabenos, vitaminas E y C y acido
ascorbico), agentes antiaglomerantes, agentes de recubrimiento y agentes quelantes (por ejemplo EDTA).

Tal como se utiliza en el presente documento, "portador farmacéuticamente aceptable" se refiere a un portador o
excipientes que es adecuado para su uso en humanos y/o animales sin efectos secundarios adversos indebidos (como
toxicidad, irritacion y respuesta alérgica) proporcionales a una relaciéon beneficio/riesgo razonable. Puede ser un
disolvente farmacéuticamente aceptable, un agente de suspensién o un vehiculo, para administrar los compuestos
inmediatos al sujeto.

Los compuestos de la presente invencién pueden estar en forma de sal. Tal como se utiliza en el presente documento,
una "sal" es una sal de los compuestos instantaneos que ha sido modificada mediante la produccioén de sales acidas
o basicas de los compuestos. En el caso de los compuestos utilizados para tratar una infeccién o enfermedad, la sal
es farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, entre otros, sales
minerales o de acidos organicos o residuos basicos como aminas; sales alcalinas u organicas de residuos acidos
como fenoles. Las sales se pueden producir utilizando un acido organico o inorganico. Tales sales acidas son cloruros,
bromuros, sulfatos, nitratos, fosfatos, sulfonatos, formatos, tartratos, maleato, malatos, citratos, benzoato, salicilatos,
ascorbatos y similares. Las sales de fenoles son las sales de metales alcalinotérreos, sodio, potasio o litio. El término
"sal farmacéuticamente aceptable" a este respecto se refiere a las sales de adicién de acido o base relativamente no
téxicas, inorganicas y organicas, de los compuestos de la presente invencion. Estas sales pueden prepararse in situ
durante el aislamiento final y la purificacién de los compuestos de la invencion o haciéndose reaccionar por separado
un compuesto purificado de la invencion en su forma de base libre o acido libre con un acido o base organico o
inorganico adecuado, y aislandose la sal formada de este modo. Las sales representativas incluyen las sales de
hidrobromuro, hidrocloruro, sulfato, bisulfato, fosfato, nitrato, acetato, vale rato, oleato, palmitato, estearato, la urato,
benzoato, lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato, naftilo, mesilato, gluconato,
lactobacilos y laurilsulfato y similares. (Véase, por ejemplo, Beige et al. (1977) "Pharmaceutical Saltas", J. Pharma.
Sci. 66: 1-19).
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La presente invencion incluye ésteres o ésteres farmacéuticamente aceptables de los compuestos del presente
método. El término "éster" incluye, entre otros, un compuesto que contiene el grupo R-CO-OR'. La parte "R-CO-O"
puede derivarse del compuesto original de la presente invencion. La parte "R" incluye, entre otros, grupos alquilo,
alquenilo, alquinilo, heteroalquilo, arilo y carboxialquilo.

La presente invencion incluye ésteres de profarmacos farmacéuticamente aceptables de los compuestos del presente
método. Los ésteres de profarmacos farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la presente invencién son
derivados de ésteres que son convertibles en los acidos carboxilicos libres del compuesto original por solvélisis o en
condiciones fisiolégicas. Un ejemplo de profarmaco es un éster de alquilo que se escinde in vivo para producir el
compuesto de interés.

El compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo, se proporciona opcionalmente en una composicion
farmacéuticamente aceptable que incluya los portadores apropiados farmacéuticamente aceptables.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "cantidad" o "dosis" de un agente medida en miligramos se refiere
a los miligramos de agente presente en un producto farmacéutico, independientemente de la forma del producto
farmacéutico.

Los Institutos Nacionales de Salud (NIH) proporcionan una tabla de Factores de Conversién de Dosis por Area de

superficie Equivalente (Tabla A) que proporciona factores de conversion que consideran las relaciones entre area de
superficie y peso entre especies.

Tabla A: Factores de Conversién de Dosis por Area de Superficie Equivalente

Para
Raton 20 | Rata 150 Mono 3 Perro 8 { Hombre 60

g g kg kg kg

Ratén I 172 1/4 1/6 1/12

Rata 2 1 172 1/4 177
o
]

Mono 4 2 1 3/5 1/3

Perro 6 4 1273 1 1/2

Hombre 12 7 3 ) 1

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cantidad terapéuticamente efectiva" o "cantidad efectiva” se
refiere a la cantidad de un componente que es suficiente para producir una respuesta terapéutica deseada sin efectos
secundarios adversos indebidos (como toxicidad, irritacion o respuesta alérgica proporcional a una relacién
beneficio/riesgo razonable cuando se utiliza de la manera de esta invencion. La cantidad efectiva especifica variara
con factores tales como la condicién particular que se esta tratando, la condicién fisica del paciente, el tipo de mamifero
tratado, la duracién del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si la hay) y las formulaciones especificas
y la estructura de los compuestos o sus derivados.

Cuando se da un intervalo en la especificacion, se entiende que el intervalo incluye todos los nimeros enteros y 0,1
unidades dentro de este intervalo y cualquier subintervalo de los mismos. Por ejemplo, un intervalo de 77 a 90 % es
una divulgaciéon de 77, 78, 79, 80 y 81 % etc.

Tal como se utiliza en el presente documento, "alrededor de" respecto a un nimero indicado abarca un intervalo de
+uno por ciento a -uno por ciento del valor indicado. Por lo tanto, a modo de ejemplo, alrededor de 100 mg/kg incluye
99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8, 99,9, 100, 100,1, 100,2, 100,3, 100,4, 100,5, 100,6, 100,7, 100,8,
100,9 y 101 mg/kg. En consecuencia, en una realizacién, alrededor de 100 mg/kg incluye 100 mg/kg.

Se entiende que cuando se proporciona un intervalo de parametros, todos los nimeros enteros dentro de este intervalo

y las décimas de los mismos, también son proporcionados por la invencién. Por ejemplo, "0,2-5 mg/kg/dia» es una
divulgacion de 0,2 mg/kg/dia, 0,3 mg/kg/dia, 0,4 mg/kg/dia, 0,5 mg/kg/dia, 0,6 mg/kg/dia etc. hasta 5,0 mg/kg/dia.
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Para las anteriores realizaciones, cada realizacién divulgada en el presente documento se considera aplicable a cada
una de las otras realizaciones divulgadas. Por lo tanto, todas las combinaciones de los diversos elementos descritos
en el presente documento estan dentro del alcance de la invencion.

Esta invencién se entendera mejor por referencia a los detalles experimentales que siguen, pero los expertos en la
materia apreciaran facilmente que los experimentos especificos detallados son solo ilustrativos de la invencion tal
como se describe detalladamente en las reivindicaciones que siguen a continuacion.

TERAPIA COMBINADA

La administracion de dos farmacos para tratar una condicion dada, como el melanoma, plantea una serie de problemas
potenciales. La interacciones in vivo entre dos farmacos son complejas. Los efectos de cualquier farmaco estan
relacionados con su absorcién, distribucién y eliminacién. Cuando se introducen dos farmacos en el cuerpo, cada
farmaco puede afectar la absorcion, distribucién y eliminacién del otro y, por consiguiente, alterar los efectos del otro.
Por ejemplo, un farmaco puede inhibir, activar o inducir la produccién de enzimas implicadas en una ruta metabélica
de eliminacion del otro farmaco. (Guidance for Industry, 1999) Por lo tanto, cuando se administran dos farmacos para
tratar la misma condicién, es impredecible si cada uno complementara, no tendra ningln efecto o interferira con la
actividad terapéutica del otro en un sujeto humano.

La interaccién entre dos farmacos no solo puede afectar la actividad terapéutica prevista de cada farmaco, sino que
la interaccion puede aumentar los niveles de metabolitos toxicos (Guidance for Industry, 1999). La interaccion también
puede aumentar o reducir los efectos secundarios de cada farmaco. Por lo tanto, tras la administracién de dos
farmacos para tratar una enfermedad, es impredecible el cambio que se producira en el perfil de efectos secundarios
negativos de cada farmaco.

Ademas, es dificil predecir con precision cuando se manifestaran los efectos de la interaccion entre los dos farmacos.
Por ejemplo, las interacciones metabdlicas entre farmacos pueden hacerse evidentes tras la administracién inicial del
segundo farmaco, después de que ambos hayan alcanzado una concentracién en estado estable o tras interrupciéon
de uno de los farmacos. (Guidance for Industry, 1999)

DETALLES EXPERIMENTALES

Ejemplo 1. Inhibicion de PP2A y actividad de CTLA-4

El compuesto LB-100 y otros homologos de LB-100 divulgados en el presente documento inhiben la funcién de CTLA-
4 en células T al alterar la interaccion de CTLA-4 y PP2A, bloqueando de este modo la inhibicién mediada por CTLA-
4 de la activacion de células T. Tal interacciéon da como resultado un aumento de la activacion de células T.

Ejemplo 2. Estudios in vitro: PP2A y CTLA4

Se tratan células T humanas primarias y células T Jurkat con LB-100 y se miden los niveles de activacion de las
células T. LB-100 aumenta la activacion de las células T.

Se tratan células T humanas primarias y células T Jurkat con LB-100 y se evalla la interaccion PP2A:CTLA-4. LB-100
disminuye la interaccién de PP2A y CTLA-4.

Se tratan células T humanas primarias y células T Jurkat con LB-100 y se miden los niveles de fosforilacién de PP2A.
LB-100 aumenta la fosforilacion en las células T.

Ejemplo 3. Administracion de LB-100 y analogos

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 a un sujeto afectado por cancer. La cantidad de compuesto es
efectiva para tratar el cancer al aumentar el nimero de células T citotoxicas en el sujeto.

Se administra un analogo del compuesto LB-100 divulgado en el presente documento a un sujeto afectado por cancer.
La cantidad de compuesto es efectiva para tratar el cancer al aumentar el nimero de células T citotoxicas en el sujeto.

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 a un sujeto afectado por melanoma. La cantidad de compuesto es
efectiva para tratar el cancer al aumentar el nimero de células T citotoxicas en el sujeto.

Se administra un analogo del compuesto LB-100 divulgado en el presente documento a un sujeto afectado por

melanoma. La cantidad de compuesto es efectiva para tratar el cancer al aumentar el nimero de células T citotéxicas
en el sujeto.
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Ejemplo 4. Administracion de LB-100 en combinacién con un inhibidor de puntos de control CTLA-4

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con un inhibidor de puntos de control CTLA-4 a un
sujeto afectado por cancer. La cantidad de compuesto e inhibidor es efectiva para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con un inhibidor de puntos de control CTLA-4 a un
sujeto afectado por cancer. La cantidad de compuesto es efectiva para potenciar la actividad anticancerigena del
inhibidor de puntos de control CTLA-4.

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con un inhibidor de puntos de control CTLA-4 a un
sujeto afectado por melanoma. La cantidad de compuesto e inhibidor es efectiva para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con un inhibidor de puntos de control CTLA-4 a un
sujeto afectado por melanoma. La cantidad de compuesto es efectiva para potenciar la actividad anticancerigena del
inhibidor de puntos de control CTLA-4.

Ejemplo 5: Evaluacion de la eficacia de LB-100 como terapia complementaria a ipilimumab o tremelimumab

La terapia complementaria proporciona un efecto sinérgico y permite dosis mas bajas con efectos secundarios
reducidos.

La administracién periddica de LB-100 como terapia complementaria para un paciente humano afectado por
melanoma que ya esta recibiendo ipilimumab o tremelimumab proporciona una ventaja clinicamente significativa y es
mas efectiva (proporciona al menos un efecto aditivo o0 mas que un efecto aditivo) en el tratamiento del paciente que
cuando se administra solo ipilimumab o tremelimumab (en la misma dosis).

La administracion periddica de ipilimumab o tremelimumab como terapia complementaria para un paciente humano
afectado por melanoma que ya esta recibiendo LB-100 proporciona una ventaja clinicamente significativa y es mas
efectiva (proporciona al menos un efecto aditivo 0 mas que un efecto aditivo) en el tratamiento del paciente que cuando
se administra solo LB-100 (en la misma dosis).

Las terapias complementarias también proporcionan eficacia (proporcionan al menos un efecto aditivo o0 méas de un
efecto aditivo) en el tratamiento del paciente sin efectos secundarios adversos indebidos 0 que afecten la seguridad
del tratamiento. En comparacién con la administracién de cada agente por separado:

1. La terapia complementaria es mas efectiva (proporciona un efecto aditivo 0 mas que un efecto aditivo) en
el aumento de la cantidad de células T citotoxicas en pacientes con melanoma;

2. La terapia complementaria es mas efectiva (proporciona un efecto aditivo o mas que un efecto aditivo) en
la ralentizacién de la progresioén del melanoma en pacientes con melanoma; y/o

3. La terapia complementaria es mas efectiva (proporciona un efecto aditivo 0 mas que un efecto aditivo) en
la reduccién de la funcion de CTLA-4 en los pacientes con melanoma.

DISCUSION (Ejemplos 1-5)

La importancia del sistema inmunitario en el contexto del cancer se ha reconocido cada vez mas con el desarrollo de
la inmunoterapia del cancer. El mecanismo de control natural del sistema inmunitario para prevenir la autoinmunidad
es cooptado frecuentemente por tumores para evadir la inmunovigilancia. Las moléculas de puntos de control, como
la muerte programada-1 (PD-1) y la proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), son reguladores negativos
del sistema inmunitario que son activados constitutivamente por los tumores para suprimir la actividad de las células
T citotobxicas que reconocen los neoantigenos de tumores (Topalian et al. 2015). Las células T reguladoras
inmunosupresoras (Tregs) también se reclutan en el microambiente tumoral (TME) para reducir la eficacia de las
células T CD8. Los anticuerpos monoclonales que bloguean la sefializacion de PD-1 o CTLA-4 podrian inducir
respuestas duraderas a largo plazo en algunos pacientes con melanoma metastatico. Esto llevé a la aprobacion de
ipilimumab (anti-CTLA-4) en 2011 y nivolumab (anti-PD-1) en 2014 por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos para el tratamiento del melanoma avanzado. Se estan llevando a cabo ensayos clinicos
actuales para expandir el uso de inhibidores de puntos de control a muchos otros tipos de cancer, lo que marca el
comienzo de un cambio de paradigma en el planteamiento de la terapia contra el cancer. Sin embargo, solo un
subconjunto de pacientes responde a la inhibicién de puntos de control de manera efectiva como agente unico, lo que
destaca el hecho de que multiples mecanismos redundantes estan implicados en la creacion de un TME
inmunosupresor. Por lo tanto, un area activa de investigacién es la identificacion de estrategias combinadas que
podrian aumentar el efecto de la inhibicion de puntos de control.

El antigeno-4 asociado a linfocitos T citotoéxicos (CTLA-4) es una glicoproteina inducida por activacion de la

superfamilia de inmunoglobulinas cuya funcién principal es reducir las respuestas de células T (Brunet, J.F. et al.
1987). CTLA-4 se expresa en la superficie de las células T, donde suprime principalmente sus etapas tempranas de
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activacion mediante la induccion de la sefializacion inhibitoria del receptor de células T (TCR) aguas abajo y al
contrarrestar la actividad del receptor coestimulador de células T, CD28, inhibiendo de este modo la activacién de
células T y aumentando la tolerancia inmunitaria a ciertas enfermedades, pro ejemplo cancer. Se han documentado
diversos mecanismos, incluyendo el antagonismo de la coestimulacién dependiente de CD28 y la sefializacién
negativa directa para explicar la capacidad inhibitoria de CTLA-4 (Carreno, B.M. et al. 2000). Ya que la cola
citoplasmatica de CTLA-4 carece de actividad enzimatica intrinseca, es probable que la entrega de dicha sefial
negativa se proporcione a través de la asociacion de CTLA-4 con moléculas de sefializacién clave (Teft, W.A. Et al.
2006).

La inhibicién de CTLA-4 se ha dirigido al tratamiento de canceres mediante un bloqueo de puntos de control
inmunitarios. Los modelos celulares y murinos de neoplasias malignas demuestran que el bloqueo del antigeno-4 de
los linfocitos T citotéxicos (CTLA-4), un regulador negativo de respuestas de células T, aumenta las respuestas
endobgenas a las células tumorales, lo que conduce a la muerte de las células tumorales cuando se utiliza solo o0 con
otras intervenciones terapéuticas (Grosso, J.F. et al. 2013). Los hallazgos preclinicos se han traducido en el desarrollo
clinico de un anticuerpo monoclonal IgG1 (mAb) completamente humano, ipilimumab y un mAb IgG2 completamente
humano, tremelimumab, cada uno de los cuales se une a CTLA-4.

La fosforilacién de proteinas por quinasas y su desfosforilacién por fosfatasas son componentes criticos de las vias
de sefializacién celular que regulan una multiplicidad de procesos, incluida la proliferacién celular y la muerte celular
(Shi et al. 2009). Aunque las fosfatasas se han considerado durante mucho tiempo objetivos potencialmente
importantes para el tratamiento del cancer, ha habido pocos esfuerzos para desarrollar inhibidores de fosfatasa debido
a la preocupacion por la toxicidad (Janssens et al. 2012).

La proteina fosfatasa 2A (PP2A) es una serina/treonina fosfatasa ubicua que desfosforila numerosas proteinas de
vias de respuesta tanto dependientes como independientes de ATM/ATR (Mumby M. 2007). PP2A esta implicada en
un conjunto diverso de procesos celulares. En el sistema inmunitario, se ha demostrado que la PP2A se asocia con
CTLA-4 y media la desfosforilacion de Akt, lo que conduce a la inhibicién de células T activadas (Parry et al. 2005).
Se ha demostrado previamente que la inhibicion farmacologica de PP2A sensibiliza las células cancerosas al dafio de
ADN mediado por radiacion a través de la fosforilacién de diversas proteinas de sefializacién, como p53, yH2AX, PLK1
y Akt, lo que resulta en la desregulacién del ciclo celular, la inhibicién de la reparacién de ADN vy la apoptosis (Wei, D.
et al. 2013).

La cantaridina, el principal ingrediente activo del extracto de escarabajo de la ampolla (Mylabris), es un compuesto
derivado de la medicina tradicional china que ha demostrado ser un potente inhibidor de PP2A (Efferth, T. et al. 2005).
Aunque la cantaridina se ha utilizado anteriormente en el tratamiento de los hepatomas y ha demostrado eficacia
contra lineas celulares de leucemia multirresistentes a drogas (Efferth, T. et al. 2002), su grave toxicidad limita su
utilidad clinica. Se informé de que la cantaridina, una toxina natural, y su analogo desmetilado, la norcantaridina,
ambas potentes inhibidores de PP2A (Bertini et al. 2009) tienen actividad anticancerigena en pacientes en China con
canceres gastrointestinales (Wang et al. 1989), aunque se dispone de pocos detalles clinicos.

La fostriecina, otro inhibidor selectivo de PP2A es evalu6 en diversos estudios de fase 1 patrocinados por el NCI de
los Estados Unidos hace mas de veinte afios. En el ensayo mas grande, la fostriecina se asocio a la estabilidad de la
enfermedad en 16 (34,8 %) de 46 pacientes con tumores sélidos sin toxicidad limitante de la dosis (DLT) (Lé et al.
2004). No se completaron ensayos debido al insuficiente suministro de farmaco.

LB-100 es una molécula pequefia derivada de cantaridina con toxicidad significativamente menor. LB-100 y su
homélogo liposoluble, LB-102, inhibe la proliferacién de lineas celulares de una variedad de tumores sélidos humanos.
Ambos compuestos potencian la actividad sin aumentar significativamente la toxicidad de cisplatino, doxorubicina y
temozolomida contra xenoinjertos de carcinoma pancreatico y hepatocelular; fibrosarcoma; feocromocitoma;
neuroblastoma; y glioblastoma y de rayos X focales contra xenoinjertos de pancreas, nasofaringe y glioblastoma (Bai
et al., 2014a; Bai et al., 2014b; Zhang et al., 2010; Matiniova et al., 2011; Lu et al., 2009; Wei et al., 2013; Lv et al.,
2014; Gordon et al., 2015). Ademas, LB-100 revirti6 la resistencia a cisplatino en xenoinjertos de carcinoma de ovario
y meduloblastoma (Chang et al., 2015; Ho et al., 2016). Estudios preclinicos han mostrado que LB-100 puede potenciar
los efectos citotdxicos de temozolomida, doxorrubicina y la radioterapia contra glioblastoma (GBM), el feocromocitoma
metastatico y el cancer de pancreas (Wei, D. et al. 2013; Lu, J. et al. 2009; Zhang, C. et al. 2010; Martiniova, L. et al.
2011).

LB-100 se esta sometiendo también a un estudio de fase 1 en combinacién con docetaxel para el tratamiento de
tumores sélidos (Chung, V. 2013). LB-100 es un nuevo inhibidor de molécula pequefia de la proteina fosfatasa 2A
(PP2A) de primera categoria, que ha demostrado recientemente ser bien tolerado a dosis asociadas a la estabilizacion
de tumores sélidos progresivos en un ensayo de fase 1 (Chung et al. 2017). PP2A ha sido implicado en la mediacién
de la sefializacién de Akt aguas abajo de CTLA-4 (Parry et al. 2005). En un cribado de ARN de horquilla corta agrupado
in vivo se descubrié que Ppp2r2d, una subunidad reguladora de PP2A, al desactivarse, aumentaba la proliferacion de
linfocitos infiltrantes tumorales en la mayor medida posible entre todos los genes de la biblioteca de ARN se identifico
PP2A como un regulador clave en la supresién de células T en el microambiente tumoral (Zhou et al. 2014). Ademas,
se descubrié que PP2A es esencial para la funcién reguladora de células T (Treg) (Apostolidis et al. 2014).
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Si bien multiples estudios preclinicos han demostrado que LB-100 es un quimiosensibilizador o radiosensibilizador
efectivo en diversos modelos tumorales (Hone et al. 2015}, ninguno ha estudiado su efecto sobre el sistema
inmunolégico.

El deterioro de la funcion de CTLA-4 permite a los pacientes con cancer montar un ataque de células T citotéxicas
mas efectivo en sus canceres. A diferencia del principal modulador de CTLA-4 utilizado clinicamente, el anticuerpo
ipilimumab (Yervoy), que se asocia a una toxicidad significativa a dosis terapéuticamente efectivas, el compuesto LB-
100 se asocia a la estabilidad de diversos tipos de cancer en ausencia de toxicidad o efectos secundarios significativos.

Existen varios informes de actividad clinica mediante la inhibicién de CTLA-4 con ipilimumab, particularmente en
pacientes con melanoma avanzado. Estos estudios muestran que ipilimumab como agente Unico y en combinacién
con un farmaco citotoxico como dacarbazina o con otro inhibidor de puntos de control inmunitarios, nivolumab,
provocan la regresion de los canceres. Solo o en combinacién con otros agentes, ipilimumab se asocia a una toxicidad
significativa, como en el estudio de Hodi et al. (2010) en el que hasta el 15 % de pacientes tenian efectos adversos
de grado 3 o 4, incluyendo una incidencia de muerte de 2,1 %. Wolchok et al (2013) estudiaron ipilimumab mas
nivolumab en pacientes con melanoma avanzado, pero se produjeron eventos adversos de grado 3 0 4 en el 53 % de
los pacientes. Por lo tanto, la disponibilidad de una molécula como LB-100, que no tiene toxicidad limitante a dosis
asociadas a la estabilizacién del cancer progresivo y tiene actividad anti CTLA-4, es un candidato clinico atractivo para
el tratamiento de canceres humanos. En la actualidad no existen determinantes moleculares de respuesta clinica a la
modulacién de CTLA-4. Snyder et al (2014) informaron de una base genética para el beneficio potencial del tratamiento
de melanoma con CTLA-4, proporcionando una base potencial para la caracterizacién de neoantigenos tumorales
candidatos para cada paciente.

Sin vincularse a ninguna teoria, se cree que CTLA-4 interacciona con PP2A en células T humanas y tal interaccion es
esencial para el correcto funcionamiento de CTLA-4. Cuando funciona correctamente, CTLA-4 inhibe la activacion de
células T, reduciendo de este modo la inmunorespuesta a células cancerosas. La administracion de un inhibidor de
PP2A a un sujeto con cancer altera la interaccion de PP2A con CTLA-4, perturbando de este modo la funcién normal
de CTLA-4. La reduccién o la eliminacién de la funcién de CTLA-4 en células T conduce a un aumento de la activacion
de las células T. El aumento de la activacion de células T da como resultado un aumento de células T citotéxicas en
el sujeto que atacan y destruyen las células cancerosas. Al igual que los inhibidores de puntos de control inmunitarios
existentes, LB-100 es efectivo por separado y/o en combinacion con otros inhibidores de puntos de control.

Ejemplo 6. Evaluacion de LB-100 en pacientes adultos con tumores sélidos progresivos

La PP2A ha sido reconocida durante mucho tiempo como objetivo potencialmente importante para la terapia del cancer
debido a su papel regulador en la divisién celular, la respuesta a dafios en el ADN, la reparacion de la recombinacién
homéloga y la salida mitética, pero se ha considerado que es probablemente demasiado téxica para el uso clinico.
Este estudio muestra la seguridad, tolerabilidad y la actividad anticancerigena potencial de un inhibidor de PP2A, LB-
100, en pacientes con tumores solidos refractarios. La actividad de PP2A es alterada por mutacién directa o
indirectamente en muchos tipos de cancer. La disponibilidad de un inhibidor clinicamente seguro de PP2A abre una
nueva posibilidad prometedora para la terapia del cancer, concretamente la inhibicién farmacolégica de PP2A en
canceres con anomalias adquiridas mutacionalmente en la funcién de PP2A y/o en la via de reparacién de dafios en
el ADN. Los resultados de este estudio apoyan el desarrollo de LB-100 por separado y en combinacién con otros
agentes para el tratamiento de canceres.

Propésito: evaluar la seguridad, tolerabilidad y actividad potencial de LB-100, un inhibidor de molécula pequefia de
la proteina fosfatasa 2A (PP2A) de primera categoria en pacientes adultos con tumores solidos progresivos.

Disefio experimental: se administré LB-100 por via intravenosa diariamente durante 3 dias en ciclos de 21 dias en
un disefio de escalado de dosis 3+3. El objetivo principal era determinar la dosis maxima tolerada y la dosis
recomendada para la fase 2 (Clinicaltrials.gov: NCT01837667).

Materiales y métodos

Los pacientes aptos eran de 18 afios 0 mayores con tumores sélidos progresivos comprobados que habian fracasado
en tratamientos estandar. Los pacientes debian tener una esperanza de vida de al menos 12 semanas, un estado
funcional ECOG de 0 o0 1, y ser capaces de dar su consentimiento informado. Antes de la participacion, los pacientes
deben haberse recuperado de la toxicidad basal o inferior a grado 1 de tratamientos previos, tener una médula 6sea
adecuada (un recuento absoluto de neutréfilos >1,5 x 10%L y un recuento de plaquetas > 100 x 10%/L); rifién (creatinina
sérica <1,2 mg/dL y si es >1,2 mg/dL, depuracion de creatinina [método de Cockcroft-Gault] >60 mL/min/1,73 m?; y
funcion hepatica (bilirrubina plasmatica total <1,5 mg/dL, alanina transaminasa (ALT) y aspartato transaminasa (AST)
<2,5x veces el limite superior de lo normal). No deben tener ninguna otra enfermedad sistémica incontrolada. Las
mujeres en edad fértil debian tener un resultado negativo en la prueba de embarazo en suero u orina.
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Diseno de estudio y tratamiento

Se realizé un estudio abierto de fase | de escalado de dosis para evaluar la seguridad, tolerabilidad y actividad de LB-
100 administrado durante 3 dias consecutivos cada 3 semanas. Se planificaron estudios farmacocinéticos a la dosis
maxima tolerable (MTD). La dosis inicial, 0,25 mg/m?,1/15 de la dosis mas alta no gravemente toxica en perros y el
plan de escalado de dosis se especificaron por la FDA. El estudio fue aprobado por el comité de investigacion en
humanos de cada centro de estudio y esta registrado en clinicaltrials.gov: NCT01837667.

LB-100 se suministré como solucién de un Unico uso. Inicialmente, se administré LB-100 en 50 mL de solucién salina
durante 15 minutos. Debido a un aumento reversible no limitante de creatinina sérica al nivel de 2,33 mg/m2,
posteriormente se administré LB-100 en solucion salina normal de 500 mL durante 2 horas. Se prohibié el escalado
de dosis en cualquier grupo. Los pacientes eran aptos para recibir hasta 6 ciclos de terapia de estudio, a menos que
la toxicidad inaceptable, la progresién de la enfermedad o la enfermedad intercurrente requirieran la interrupcion. Se
permitieron mas de 6 ciclos en ausencia de progresién y toxicidad. Debido a la toxicidad cardiaca y renal a dosis
elevadas en estudios toxicolégicos con animales, los pacientes se sometieron a un seguimiento exhaustivo que
incluiria ECG, MUGA o ecocardiograma, troponinas cardiacas y BNP antes de cada ciclo. Se monitorizaron quimica
sanguinea, andlisis de orina, perfil hematolégico y signos vitales antes y durante los dias 1, 3, 8, 15, y 22 de cada
ciclo. Los parametros de laboratorio se tabularon segun el grado maximo de gravedad de NCI-CTCAE (version 4.0).
Un comité de revision de seguridad evalué todos los datos clinicos cada 2 semanas y aprob6 el escalado de la dosis
entre grupos.

Evaluacion de toxicidad y actividad clinica

Las dosis de LB-100 se escalonaron en grupos de tres pacientes. El primer paciente con un nuevo nivel de dosis fue
observado durante tres semanas antes de tratar a los dos siguientes con esa dosis. Cuando se produjo una DLT
potencial, se ingresaron tres nuevos pacientes con esa dosis. Si se producia otra DLT, se trataron tres pacientes
adicionales con la dosis previa sin DLT para determinar la seguridad de ese nivel para los ensayos de fase 2.

La respuesta al tratamiento se evalué mediante RECIST version 1.1. Se evalud la eficacia en todos los pacientes con
enfermedad mensurable, que completaron 2 ciclos de LB-100 y se sometieron al menos a 1 evaluacion tumoral
postbasal. Se evalud la seguridad en los pacientes que recibieron LB-100. La gravedad de los efectos adversos y las
anomalias de laboratorio se notifica de acuerdo con NCI-CTCAE version 4.0 y se codifica con el Diccionario Médico
de Actividades Regulatorias.

Consecuencias

El objetivo principal era determinar la seguridad, tolerabilidad y dosis maxima tolerada de LB-100 administrada
diariamente por via intravenosa durante tres dias consecutivos cada 3 semanas. Los objetivos secundarios eran
documentar cualquier evidencia de actividad antitumoral potencial y obtener datos farmacocinéticos sobre LB-100 y
un metabolito, endothall, en pacientes que recibieron LB-100 en el MTD (Quang et al., 2016).

Resultados:

Hubo 29 entradas de pacientes en 7 escalados de dosis. Un paciente interrumpio el tratamiento después de una dosis
debido a una infeccién aguda y se volvié a inscribir después de la recuperacion. Ambos cursos se analizaron como
entradas de pacientes separadas. Dos pacientes presentaban toxicidad limitante (aumentos reversibles de creatinina
sérica o depuracion calculada de creatinina sérica) al nivel de 3,1mg/m?. Los eventos adversos probables o posibles
de grado 3 relacionados con el farmaco de estudio se produjeron en 6 pacientes (20,7 %) [anemia (n=2), disminucién
de depuracién de creatinina, disnea, hiponatremia, linfopenia]. Diez (50 %) de 20 pacientes evaluables de respuesta
tuvieron enfermedad estable durante 4 o mas ciclos. Un paciente con carcinoma pancreatico tuvo una respuesta
parcial observada después de 10 ciclos que se mantuvo durante 5 ciclos adicionales. Los demas pacientes que
alcanzaron una enfermedad estable tenian uno de los siguientes sintomas: fibrosarcoma, condrosarcoma, tiroma,
carcinoide atipico de pulmén u ovario, testiculo, cancer de mama (n=2) y cancer de prostata. La dosis recomendada
de fase 2 de LB-100 es 2,33 mg/m? diariamente durante 3 dias cada 3 semanas.

Caracteristicas del paciente

Se inscribieron veintiocho pacientes con tumores sélidos avanzados en cuatro centros clinicos. Sus caracteristicas
demograficas se enumeran en la Tabla 1. No se pudo evaluar la toxicidad en cuatro pacientes. Tres de estos pacientes
tuvieron complicaciones asociadas a la enfermedad antes de completar el ciclo 1. Un cuarto paciente con carcinoide
atipico de pulmén fue retirado del estudio después de una dosis de LB-100 debido a una infeccion aguda; fue
reingresado en el estudio 7 semanas después y alcanz6 una enfermedad estable durante 5 ciclos. Ambos cursos
fueron incluidos en los analisis. Ninguno de estos eventos se considero relacionado con la administracion de farmaco.
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Tubla 1 : Caracteristicas Clinicas v Demogrificas Basales del Paciente

Escalado de dosis y toxicidad

Veinticuatro pacientes completaron al menos un ciclo de 3 dias de LB-100. Las dosis probadas eran 0,25, 0,50, 0,83,
1,25, 1,75, 2,33 y 3,1 mg/m2. No hubo DLT durante los 6 primeros niveles de dosis. Al nivel de dosis de 3,1 mg/m2,
un paciente con cancer de prostata y otro con condrosarcoma no presentaron DLT durante 4 y 9 ciclos de tratamiento,
respectivamente. Una tercera paciente con cancer de ovario tuvo un aumento de grado 3 en la depuracién de
creatinina calculado después del ciclo 1 con un retorno a la normalidad en el dia 8 y recibi6 3 ciclos mas a una dosis
reducida de 2,33 mg/m2 antes de la progresion tumoral. Un cuarto paciente con fibrosarcoma tuvo un aumento de
grado 3 en la depuracion de creatinina calculado después del primer curso. La creatinina volvié al valor previo al
tratamiento en el dia 21 y un segundo curso a 2,33 mg/m2 dio lugar a un aumento de grado 2 en la depuracién de
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creatinina sin otra toxicidad. La dosis se redujo a 1,75 mg/m2 y se administraron diez ciclos mas sin toxicidad hasta
progresion después de 36 semanas. Ya que 2/4 pacientes con 3,1 mg/m2 tuvieron aumentos de grado 3 en la
depuracién de creatinina durante el primer ciclo, se evaluaron tres pacientes adicionales con el nivel de dosis
precedente de 2,33 mg/m2. No tenian toxicidad limitante, estableciéndose de este modo la MTD a ese nivel. No hubo
toxicidad sintomatica diferente a fatiga reversible leve a moderada. Los eventos adversos relacionados posiblemente
con la administracion de farmaco se enumeran en la Tabla 2.
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Farmacocinética

Se midieron las concentraciones plasmaticas de LB-100 y endothall (Quang et al., 2016) antes y mas de 4 horas
después de completar la infusiéon de 2 horas a la MTD de 2,33 mg/m2 de LB-100 en el dia 1 en un paciente y en los
dias 1 y 3 en dos pacientes. La farmacocinética de LB-100 era similar en los dias 1 y 3 y se caracterizé por una
depuracién baja, un volumen de distribucion bajo y una vida media corta. Las concentraciones plasmaticas de
endothall eran bajas durante toda la infusién, estando por debajo del limite inferior de deteccion (5 ng/mL) en un
paciente. En los otros dos pacientes, se observé la concentracidon maxima de endothall (34,7 ng/mL) en el dltimo
momento de muestreo (4 h), lo que impidié determinar su vida media de eliminacién (Tabla 3).
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Tabla 3: Pardwmetras farmacocinéticos de LB-100 v endothall

Evaluacion de actividad clinica

De 20 pacientes con enfermedad mensurable, un paciente con cancer pancreatico tuvo una respuesta parcial,
observada después de 10 ciclos y con una duracién de 5 ciclos méas, y 16 pacientes no presentaron progresiéon de
su(s) lesién(lesiones) indicadoras. Se retiraron del estudio por la aparicién de una nueva lesién o por los sintomas
que se consideraron representativos de la progresion clinica. Solo 3 pacientes, uno con adenocarcinomas duodenales
y dos con adenocarcinomas colonicos, presentaron aumentos significativos en el tamafo de su(s) lesion(lesiones)
indicadoras segun los criterios de RECIST (Figura 1).

La consecucién de una respuesta parcial de estabilidad de enfermedad no era claramente dependiente de la dosis,
ya que se produjo a 0,83 mg/m? en cancer pancreatico (15 ciclos) y en carcinoide atipico de pulmén (5 ciclos); a 1,25
mg/m?2 en cancer de mama (4 ciclos) y cancer testicular (5 ciclos); y a 1,75 mg/m? en timoma maligno (8 ciclos) y
cancer de ovario (6 ciclos). A 3,1 mg/m2, un paciente con condrosarcoma era estable durante 8 ciclos de LB-100 sin
ninguna alteracién de la funcion renal normal, mientras que un paciente con fibrosarcoma iniciado con 3,1 mg/m? era
estable durante 12 ciclos después de dos reducciones de dosis (Figura 2).

Conclusiones: la seguridad, tolerabilidad, evidencia preliminar de actividad antitumoral y nuevo mecanismo de accién
de LB-100 apoyan su desarrollo continuo por separado y en combinacién con otras terapias.

DISCUSION (Ejemplo 6)

Se determiné la MTD of LB-100, un potente inhibidor de PP2A, en pacientes con tumores soélidos. La dosis inicial
recomendada para la fase 2 es 2,33 mg/m? diariamente durante 3 dias cada 3 semanas con escalado a 3,1 mg/m?en
ausencia de toxicidad renal y un desescalado a 1,75 mg/m? o inferior para la toxicidad renal en caso de enfermedad
estable o en regresion. Dado que los pacientes tenian estabilidad de la enfermedad y un paciente con cancer
pancreatico tenia regresion objetiva a dosis tan bajas como 0,83 mg/m2 diariamente durante 3 dias cada 3 semanas,
es posible que la actividad anticancerigena éptima en humanos sea considerablemente menor que la MTD.
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Diez (50 %) de 20 pacientes que recibieron al menos 2 ciclos de LB-100 tuvieron enfermedad estable durante un
maximo de 15 ciclos de terapia sin toxicidad limitante o acumulativa. El mecanismo subyacente de este fenémeno no
esta claro. La actividad de PP2A es afectada o potenciada en muchos tipos de cancer por mutacién o por aumento de
la expresion de uno o mas de diversos inhibidores endégenos de PP2A (Chang et al., 2015; Perotti et al., 2013;
Seshacharyulu et al., 2013; Sangodkar et al; 2016). Ya que el Unico paciente con cancer pancreatico en el presente
estudio tuvo una respuesta objetiva y una enfermedad estable durante mas de 11 mese, es de especial interés que
recientemente se haya informado de una marcada sobreexpresion de una subunidad regulatoria de PP2A asociada a
hiperactividad de PP2A en la mayoria de los canceres pancreaticos humanos (Hein et al., 2016). La desactivacion de
esta subunidad, PR55q, en una linea celular pancreatica humana implantada ortotipicamente en ratones desnudos,
redujo significativamente su tumorigénesis y potencia metastatica (Hein et al., 2016).

Por otro lado, sin querer vincularse a una teoria especifica, los déficits adquiridos en la actividad de PP2A pueden
hacer que los tumores sean selectivamente vulnerables a una mayor inhibicion farmacolégica de PP2A. Por ejemplo,
en el sindrome mielodisplastico (MDS) del(5q), se elimina un alelo de la subunidad catalitica de PP2A (Sallman et al.,
2014). Se informé de que la lenalidomida, el agente estandar para el tratamiento de MDS, es selectivamente citotoxica
para estas células de MDS del(5q) haploinsuficientes en PP2A en virtud de su moderada actividad inhibitoria de PP2A
(Sallman et al., 2014). La inhibicion de PP2A también da lugar a una letalidad sintética de células cancerosas que
sobreexpresan Mad2 (proteina de deficiencia de detencién mitética 2) que se produce en coordinaciéon con mutaciones
en las vias Rb y/o p53 (Bian et al., 2014; Schvartman et al., 2011). En el presente estudio, el cancer pancreatico del
paciente con una respuesta parcial sobreexpresé marcadamente Mad?2.

Otro mecanismo potencial por el cual el agente Unico LB-100 puede inhibir la progresion del cancer es la potenciacion
de la funcién de las células T citotéxicas. Sin querer vincularse a una teoria especifica, la actividad de fosfatasa de
PP2A es importante para la activacion de las células T mediada por CTLA-4 (Teft et al., 2009) y esencial para la
funcién reguladora de células T (Apostolidis et al., 2016). Ademas, la inhibicién de Ppp2r2d, una subunidad reguladora
de PP2A, potencia la proliferacion de células T y la produccion de citocinas mediante un mecanismo distinto al de los
reguladores negativos conocidos de la funcién de las células T (Zhou et al., 2014). Sin embargo, en el presente estudio,
ningln paciente experimentd toxicidades sugestivas de la actividad autoinmune que se produce con los compuestos
actualmente aprobados que inducen el bloqueo de puntos de control inmunitarios.

La disponibilidad de un inhibidor de PP2A clinicamente seguro ofrece una oportunidad de explotar un objetivo
terapéutico apreciado durante mucho tiempo pero descuidado para la terapia del cancer. El ensayo actual sugiere que
LB-100 por separado tiene actividad anticancerigena. Sin embargo, la inhibicion farmacolégica de PP2A es
probablemente mas eficaz para la terapia del cancer cuando se combina con farmacos citotdxicos, particularmente
para tumores con anomalias adquiridas en la funcion de PP2A y/o en la via de reparacién de dafios en el ADN (Zhuang
et al., 2009; Hong et al., 2015) y/o con otros tipos de inhibidores de puntos de control inmunitarios.

Ejemplo 7. Administracion de LB-100 en una combinacion

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con una terapia anticancerigena a un sujeto
afectado por cancer. La cantidad de compuesto y terapia anticancerigena es efectiva para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con una terapia anticancerigena a un sujeto
afectado por cancer. La cantidad de compuesto es efectiva para potenciar la actividad anticancerigena respecto a la
terapia anticancerigena por separado.

Ejemplo 8. PP2A y PD-1

La inhibicion farmacologica de PP2A podria mejorar la activacion inmunitaria y la inmunoterapia del cancer. La
inhibicion de PP2A deberia potenciar la inmunoterapia del cancer al aumentar directamente |a proliferacion de células
T CD4 y CD8 convencionales y al perjudicar la funcién inmunosupresora de Tregs. Se plante6 la hipétesis de que LB-
100 podria aumentar el efecto del bloqueo de puntos de control inmunitarios. Este es el primer estudio que demuestra
en un modelo preclinico que la inhibicién farmacologica de PP2A podria ser sinérgica con la inmunoterapia.

Se evaluo el efecto de LB-100 sobre células T en reacciones alogénicas de linfocitos mixtos humanos, en las que las
células T CD8+ o CD4+ se cocultivaron con células dendriticas autélogas derivadas de monocitos. Se encontr6é un
aumento dependiente de la dosis en la proliferacion de células T en células CD8+ y CD4+ (Figs. 4A-B y 5A-B) y un
aumento en la secrecién de IFNy en células T CD4+ (Figs 3A-B). Se encontré que un aumento dependiente de la
dosis potencia la expresion de la molécula coestimuladora OX40 en células T (Figs. 6A-B) y Tbet, factor de
transcripcion para impulsar la produccion de IFNy en células T CD4+ (Figs 7A-B). En el mismo ensayo se investigo el
efecto de LB-100 més anti-PD-1 en células T CD4+. La combinacion potencio la proliferacion (Figs.8A-B, 9A-D), la
expresion de OX40 (Figs. 10A-B), la expresién de Tbet (Figs. 11A-B), y la produccién de IFNy en comparacién con
anti-PD-1 por separado (Figura 15).
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Ejemplo 9. La inhibicion de LB-100 y los bloqueos de PD-1 provocan un rechazo tumoral duradero mediado
por células T CD8+

Para probar la hipétesis de que la inhibicién de PP2A con LB-100 puede potenciar las respuestas antitumorales
mediadas por el sistema inmunitario, se implantaron células tumorales CT26 en ratones. CT26 es un adenocarcinoma
de colon murino que expresa un niivel bajo de PD-L1 y es resistente a la terapia anti-PD1. Después de alrededor de
13 dias, los ratones con un tamafio de tumor entre 30-100 mm? se aleatorizaron en cuatro grupos de tratamiento
(control de PBS, LB-100 por separado - 0,16 mg/kg, anti-PD-1 por separado - 10 mg/kg, o una combinacién de ambos).
El tratamiento se administré cada 2 dias durante un total de 28 dias. Se evalu6 el tamafio del tumor cada dos dias
(Figs. 20A-C). El tratamiento con anti-PD1 como agente Unico no fue efectivo en la reduccién de la carga tumoral o el
aumento de la supervivencia. LB-100 por separado fue capaz de aumentar la mediana de supervivencia de 21 a 33
dias (p=0,02). El tratamiento combinado disminuyé significativamente el volumen tumoral medio en 70 % en
comparacién con el control (p<0,01) en el dia 14 después del tratamiento. La mediana de supervivencia también
aumento6 de 21 a 72 dias (p<0,01). Lo mas sorprendente es que el 50 % de los ratones alcanzaron una regresion
completa (CR) de tumores sin evidencia de enfermedad. Esta respuesta fue duradera después de completar el
tratamiento.

A continuacion se examiné si los ratones que alcanzaron CR a partir de la terapia combinada desarrollaron memoria
inmunitaria a largo plazo. Alrededor de 60 dias después de la inoculacién inicial, los ratones curados se reinocularon
con las mismas células CT26 (Figs. 21A-B). Ninguno de los ratones (n=8) desarrollé tumor en la reexposicion. Al
mismo tiempo se inocularon ratones sin tratamiento con CT26 para que sirvieran como control. Este resultado indica
que los ratones curados mediante la terapia combinada eran capaces de establecer memoria a largo plazo del
antigeno especifico tumoral.

A continuacién se exploré si el efecto sinérgico de LB-100 con anti-PD-1 que dio lugar a la regresiéon tumoral esta
mediado por células T CD8. Los ratones portadores de tumores CT26 se sometieron a ablacion con CD8 utilizando
antibidticos depletantes antes del inicio del tratamiento. La ablacién de células T CD8+ se confirm6 con FACS de
esplenocitos 3 dias después del tratamiento. Con CD8 depletado, la terapia combinada no consiguié provocar una
respuesta antitumoral. El 0 % de ratones depletados de CD8+ que recibieron la combinacién alcanzaron CR en
comparacién con el 72% en el grupo no depletado de CD8+ (Figs. 22A-C). Conjuntamente, estos resultados
demostraron que el efecto de LB-100 estd mediado por el sistema inmunitario en lugar de un efecto citotéxico directo
sobre el tumor.

Métodos

Reactivos - LB-100 fue proporcionado por Lixte Biotechnology. El anticuerpo anti-ratén PD-1, clon RMP1-14, se
adquirid en BioXcell. Para la citometria de flujo se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales (mAbs): anti-
ratén en rata CD4-BV421, anti-ratén en rata CD3-PE, anti-raton en rata CD8a-Alexa 647, anti-raton en rata CD45-
BV785, anti-ratén en rata IFNg-FITC, anti-ratén en rata FOXP3-Alexa 647. Estos anticuerpos se adquirieron en
Biolegend.

Lineas celulares y ratones - CT26. La linea de carcinoma de colon CL25 se obtuvo en ATCC. Se cultivaron células
tumorales en medio completo (RPMI 1640; Cellgro} que contenia 10 % (vol/vol) de FBS (Thermofisher), 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco). Se adquirieron hembras BALB/c de seis a 8 semanas de edad en
Charles River. los ratones se alojaron en el Centro de Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud
(Bethesda, MD). Todos los experimentos fueron aprobados por la Oficina de Cuidado y Uso de Animales de los
Institutos Nacionales de Salud y se llevaron a cabo de acuerdo con los Institutos Nacionales de Salud.

Inoculacién tumoral y estudios en animales - Se inyectaron células tumorales CT26 (0,5 x 10%) por via subcutanea en
el lado derecho del abdomen. Se inyectaron LB-100 y anti-PD-1 por ruta i.p. a una dosis de 0,16 mg/kg y 10 mg/kg
respectivamente a partir del dia 11 después de la implantacién del tumor y continuaron cada 2 dias durante 28 dias.
Se monitorizé el tamafio del tumor con un calibrador digital cada 2-3 dias y se expresé como volumen (longitud x
anchura? x 0,5). Se sometieron a eutanasia los animales cuyos tumores se ulceraron/necrotizaron o con una carga
tumoral superior a 2.000 mm3 o con un didmetro maximo superior a 2 cm.

Deplecion de células T CD8. Se inyectaron mAbs anti-CD8 (clon 53.6.7) (BioXcell) 2 dias y 1 dia antes de la terapia,
en el dia de la terapia y a los 5 y 8 dias después del inicio de la terapia. La dosis era 0,1 mg por inyeccion.

Estudios de reexposicién tumoral. Se inocularon con células CT26 ratones sin tratamiento con BALB/c y ratones
previamente curados con tratamiento combinado como se describe anteriormente en el flanco toracico izquierdo (no
inoculado previamente). Los tumores se midieron dos veces por semana como se describié anteriormente. Se
sometieron a eutanasia los animales cuyos tumores se ulceraron/necrotizaron o con una carga tumoral superior a
2.000 mm3 o con un diametro maximo superior a 2 cm.

Ejemplo 10. Los bloqueos de LB-100 y PD-1 regulan linfocitos infiltrantes tumorales (TIL)

Se evalud el efecto del tratamiento sobre los linfocitos infiltrantes tumorales (Figs. 23A-B). Se trataron ratones
portadores de tumores CT26 con LB-100 y/o anticuerpos anti-PD-1 como anteriormente. Después de 12 dias de
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tratamiento, los tumores se analizaron por FACS. Las células T CD8+ infiltrantes tumorales de ratones tratados con
LB-100 y anticuerpo anti-PD-1 mostraron un aumento significativo de células IFNg+CD8+ T en comparacién con
células de animales de control y animales tratados con anti-PD-1 pro separado (25,3 % en comparacién con 11,0 %y
10,5 % respectivamente, p=0,05). Dado que IPNy es la respuesta antitumoral mediadora de citocinas mas critica, este
resultado es una confirmacién funcional de que los ratones sometidos a tratamiento combinado tienen inmunidad
potenciada contra los tumores implantados. Ademas, dada la importancia conocida de PP2A en Treg, se examino el
efecto del tratamiento con LB-100 y/o anti-PD-1 en la cantidad de Tregs presentes en el tumor. LB-100 por separado
deplet6 significativamente Tregs en el entorno tumoral (2,1 % en comparacién con 14,7 % en el control). Este efecto
es similar al grado de efecto sobre la deplecién de Tregs por anti-PD-1 o la combinacién. El hecho de que LB-100 por
separado pueda depletar Tregs sugiere un posible mecanismo que explica el pequefio pero significativo beneficio de
supervivencia observado en el grupo de tratamiento con LB-100 por separado.

Ademaés, los ratones que alcanzaron CR eran resistentes al crecimiento de tumores al ser reinoculados con células
CT26. Los ratones sometidos a ablacién de células T CD8+ utilizando anticuerpos depletantes no fueron capaces de
rechazar los tumores CT26 - 0/8 (0 %) a pesar del tratamiento con terapia combinada, lo que indica que el efecto
antitumoral de LB-100 con tratamiento con anti-PD-1 estd mediado por células T CD8+. En conclusién, en un modelo
animal singénico, el inhibidor de PP2A, LB-100, tiene potencial sinérgico junto con el bloqueo de puntos de control
que apoya la investigacién de su capacidad de potenciar la inmunoterapia en la clinica.

En resumen, en este modelo preclinico se ha demostrado que LB-100, cuando se combina con anti-PD-1, tiene un
efecto robusto y sinérgico que da como resultado una regresién completa de una parte significativa de los ratones
tratados. Este efecto esta mediado por la inmunidad adaptativa a través de células T CD8+. También hay el
establecimiento de memoria inmunitaria asociada a la regresion del tumor. Este es el primer informe sobre el uso de
la inhibicién farmacolégica de PP2A como objetivo para potenciar la inmunoterapia.

Los tumores desarrollaron frecuentemente miltiples mecanismos para evadir el sistema inmunitario, uno de los cuales
es la expresion de PD-1 de células T, que inhibe de forma efectiva que las células T ataquen el tumor. Anti-PD-1 anula
esta sefial inhibitoria, lo que permite que la célula T reconozca y erradique el tumor. Se descubrié que LB-100, un
inhibidor de la proteina fosfatasa 2A (PP2A), tiene un efecto antitumoral drastico en un modelo preclinico de cancer
de colon. Se descubrié que este efecto estaba mediado por la mejora del sistema inmunitario.

Ejemplo 11. Administracion de LB-100 en combinacion con un inhibidor de puntos de control PD-1 y/o PD-L1

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con un inhibidor de puntos de control PD-1 y/o PD-
L1 a un sujeto afectado por cancer. La cantidad de compuesto e inhibidor es efectiva para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con un inhibidor de puntos de control PD-1 y/o PD-
L1 a un sujeto afectado por cancer. La cantidad de compuesto es efectiva para potenciar la actividad anticancerigena
del inhibidor de puntos de control PD-1 y/o PD-L1.

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con un inhibidor de puntos de control PD-1 y/o PD-
L1 a un sujeto afectado por melanoma. La cantidad de compuesto e inhibidor es efectiva para tratar al sujeto.

Se administra una cantidad de compuesto LB-100 en combinacién con un inhibidor de puntos de control PD-1 y/o PD-
L1 a un sujeto afectado por melanoma. La cantidad de compuesto es efectiva para potenciar la actividad
anticancerigena del inhibidor de puntos de control PD-1 y/o PD-L1.

Ejemplo 12: Evaluacion de la eficacia de LB-100 como terapia complementaria a atezolizumab, nivolumab o
pembrolizumab.

La terapia complementaria proporciona un efecto sinérgico y permite dosis méas bajas con efectos secundarios
reducidos.

La administracién periddica de LB-100 como terapia complementaria para un paciente humano afectado por
melanoma que ya esté recibiendo atezolizumab, nivolumab o pembrolizumab proporciona una ventaja clinicamente
significativa y es mas efectiva (proporciona al menos un efecto aditivo o mas que un efecto aditivo) en el tratamiento
del paciente que cuando se administra solo atezolizumab, nivolumab o pembrolizumab (en la misma dosis).

La administracién periédica de atezolizumab, nivolumab o pembrolizumab como terapia complementaria para un
paciente humano afectado por melanoma que ya esta recibiendo LB-100 proporciona una ventaja clinicamente
significativa y es mas efectiva (proporciona al menos un efecto aditivo o mas que un efecto aditivo) en el tratamiento
del paciente que cuando se administra solo LB-100 (en la misma dosis).

Las terapias complementarias también proporcionan eficacia (proporcionan al menos un efecto aditivo o0 méas de un

efecto aditivo) en el tratamiento del paciente sin efectos secundarios adversos indebidos 0 que afecten la seguridad
del tratamiento. En comparacién con la administracién de cada agente por separado:
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1. La terapia complementaria es mas efectiva (proporciona un efecto aditivo o méas que un efecto aditivo) en
el aumento de la cantidad de células T citotoxicas en pacientes con melanoma;

2. La terapia complementaria es mas efectiva (proporciona un efecto aditivo o mas que un efecto aditivo) en
la ralentizacién de la progresién del melanoma en pacientes con melanoma; y/o

3. La terapia complementaria es mas efectiva (proporciona un efecto aditivo o méas que un efecto aditivo) en
la reduccién de la funcién de PD-1 y/o PD-L1 en los pacientes con melanoma.

Ejemplo 13: la inhibicion farmacolégica de la proteina fosfatasa-2A con LB-100 alcanza una actividad
antitumoral mediada por el sistema inmunitario duradero cuando se combina con el bloqueo de PD-1

El presente ejemplo demuestra, entre otras cosas, que un inhibidor de PP2A de molécula pequefia, LB-100, cuando
se combina con el bloqueo de anti-PD1 (aPD-1) provoca sinérgicamente una respuesta antitumoral mediada por el
sistema inmunitario duradero en el modelo de cancer de colon CT26. Este efecto era dependiente de las células T, lo
que llevo a una regresién sorprendente a una proporcion significativa de tumores. El andlisis de los linfocitos tumorales
demostré una infiliracion potenciada de células T efectoras y una deplecion de células T reguladoras supresoras, lo
que dio lugar a un marcado aumento en la proporcion de células T efectoras respecto a reguladoras. La depuracién
del tumor establecié la inmunidad protectora secundaria especifica del antigeno. También se observé un efecto
sinérgico del bloqueo de LB-100 y aPD-1 en el modelo de melanoma B16. Ademas, en el presente documento se
describe el hallazgo de que LB-100 activo especificamente la via de sefializacion mTORC1, lo que dio como resultado
una disminucién de la diferenciacion de la expresion de células CD4 sin tratamiento en células T reguladoras. También
se encontré un aumento de la expresion de Th1 y una disminucién de la expresién de citocinas Th2. Estos datos
ponen de relieve el potencial traslacional de la inhibicion de PP2A en combinacién con la inhibicién de puntos de
control.

El tratamiento combinado de LB-100 y aPD-1 provoca sinérgicamente el rechazo de tumores CT26: para probar la
hipétesis de que la inhibicién de PP2A tiene un efecto sinérgico con la terapia aPD-1 in vivo en tumores resistentes a
aPD-1 se utilizé un tumor CT26, que es un carcinoma colorrectal murino con expresion elevada de PD-L1 pero
respuesta limitada a la terapia con aPD-1. Los ratones se inocularon con células tumorales CT26 (0,25 x 108). Después
de 10-13 dias, los ratones con tumores que alcanzaban un tamario de 50-100 mm? se aleatorizaron en cuatro grupos
de tratamiento: control (PBS), aPD-1, LB-100 y la combinacién de aPD-1 y LB-100. Los tratamientos se administraron
cada 2 dias durante 30 dias. Se evalu6 el crecimiento del tumor cada 2 dias (Fig.24A). En este modelo, LB-100 por
separado no disminuy6 significativamente el crecimiento tumoral, pero si prolongé la mediana de supervivencia (33
frente a 21 dias, p = 0,02). Ademas, aPD 1 por separado no tiene efecto en el crecimiento tumoral o la supervivencia.
Sin embargo, la combinacion de LB-100 y aPD1 dio lugar a una regresion sorprendente de una parte significativa de
los tumores, y el 50 % alcanzé una regresion completa (CR) durante la duracién del estudio. Hubo una diferencia
significativa en el tamafio del tumor en el dia 8 después del tratamiento (p<0,05) y un aumento significativo en la
supervivencia (p<0,005) entre las ramas de tratamiento combinado y de control (Fig.24B).

El efecto de la combinacion de LB100 y aPD-1 es dependiente de las células T CD8: a continuacion se examiné si el
efecto sinérgico de la combinacién de LB-100 y aPD-1 que dio lugar a una regresién tumoral duradera era un proceso
mediado por el sistema inmunitario. Los ratones portadores de tumor CT26 se sometieron a ablacién de células T
CD8+ utilizando anticuerpos depletantes antes y durante el tratamiento con LB-100 y aPD-1 (Fig.24C). La deplecién
periférica de CD8+ se confirm6 5 dias después del tratamiento con FACS (datos no mostrados). Cuando se depletd
de células T CD8+, la combinacién LB-100 y aPD-1 no provoco rechazo tumoral (0 frente a 72 %, p=0,0015) (Fig.24D).
El volumen tumoral medio se multiplicé por 13 a los 10 dias del tratamiento en el grupo de combinacién con deplecién
de CD8 en comparacién con el volumen tumoral en el grupo no depletado (612 frente a 46 mm3, p < 0,001). La
supervivencia también disminuy¢ significativamente con depleciéon de CD8 (p<0,0001). La deplecion de células T CD8
por separado tuvo un pequefio efecto deletéreo en comparacién con el control tanto en el crecimiento tumoral como
en la supervivencia, lo que sugiere que un nivel basal de inmunidad mediada por células T CD8+ sirvi6 para limitar el
crecimiento de CT26 en condiciones basales. Estos datos indicaban que LB-100 con sinergia con aPD-1 es
dependiente de la inmunidad adaptativa mediada por células T CD8+ y no de un efecto directo de la inhibicién del
crecimiento tumoral por PP2A.

Los ratones curados por terapia combinada desarrollan una memoria a largo plazo especifica del antigeno: el sello
distintivo de una respuesta inmunitaria adaptativa exitosa es el establecimiento de la memoria inmunolégica. En el
siguiente experimento se probaron ratones que habian experimentado una respuesta completa (CR) para su respuesta
antitumoral protectora secundaria. Los ratones se expusieron de nuevo a células CT26 alrededor de 60 dias después
de la implantacién tumoral inicial (Fig.25A). Estos ratones eran completamente resistentes a la reexposicion a células
CT26 (Fig.25B). El tamafio medio del tumor en el dia 18 después del (re)implante era 480 mm?3 en ratones sin
tratamiento en comparacion con 0 mm? en ratones CR (p<0,0001) (Fig.25C).

A continuacién se probo si la respuesta inmunolégica secundaria protectora era especifica de los tumores CT26.
Después de alrededor de 60 dias desde la implantacion inicial, los ratones CR se reexpusieron tanto a células CT26
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en el flanco como a células 4T1, una linea celular de cancer de mama murino no relacionada, en la almohadilla de
grasa mamaria (Fig.25D). Los ratones con CR eran resistentes a células CT26 pero no a células 4T1. Dieciocho dias
después de la inoculacién, no hubo diferencia en el volumen tumoral 4T1 entre los ratones sin tratamiento y los ratones
CR, mientras que CT26 no crecié en los ratones CR (Fig.25E-F). Este resultado indica que la respuesta de memoria
secundaria es especifica de los antigenos expresados por CT26.

Activacion de linfocitos aumentada con tratamiento combinado: para abordar el mecanismo celular que media el
rechazo tumoral por la combinaciéon LB-100/aPD-1, se examiné el estado del sistema inmunitario en los érganos
linfoides secundarios y en el tumor. Se implantaron tumores CT26 a los ratones y estos se trataron con LB-100 y/o
aPD-1 como se describié anteriormente. En el dia 3, después de dos tratamientos, se extrajeron los bazos, los
ganglios linfaticos drenadores tumorales (dLN) y los tumores se recogieron y se analizaron mediante citometria de
flujo (Fig.26-27). En el tejido linfoide secundario se observé una mayor activacion de células T CD8+ en ratones
tratados con el régimen combinado en comparacién con controles, como indica una mayor frecuencia de células T
CD44+CD62L-CD8+ (Fig. 26A-C). En el bazo, el tratamiento con LB-100 por separado dio lugar a un pequefio aumento
de células T CD44+CD62L-CD8+ (de 13,0 a 16,6 %, p<0,05) pero el tratamiento combinado dio lugar a un aumento
mayor que LB-100 o aPD1 por separado (20,8 en comparacion con 16,6 y 15,5 % respectivamente, p<0,05 y p<0,005)
(Fig. 26B). Asimismo, las células T CD44+CD62L-CD8+ aumentaron en los dLN de ratones tratados con la
combinacién en comparacion con el control (de 7,4 a 17,9 %, p<0,05) (Fig. 26C). No hubo diferencia en la frecuencia
del subconjunto CD44+CD62L- en células T CD4+ tanto en el bazo como en los dLN (Fig. 28A y 29A). Se examinaron
los marcadores de puntos de control inmunitarios, incluyendo la expresion de PD-1, CTLA4, TIM3 y Ox40 en células
T CD8+ y CD4+ en el ganglio linfatico y el bazo que drenan el tumor (Fig.28 y 29). No hubo diferencia en la expresién
de estos marcadores, excepto por un aumento pequefio pero significativo en la expresion de PD-1 en la célula T CD4+
tratada con aPD-1 en los dLN; sin embargo, LB-100 por separado o en combinacién no alteré adicionalmente la
expresion de PD-1 (Fig. 29A).

A continuacion se realizé un analisis exhaustivo de los linfocitos infiltrantes tumorales (Fig.26-27, 30). En primer lugar
se examiné el porcentaje absoluto de células CD45+. No hubo diferencia significativa entre los grupos de tratamiento.
Sin embargo, dentro de la poblaciéon de CD45+ hubo un aumento significativo de células T CD3+ en el tratamiento
combinado en comparacion con el control (de 33,3 a 49,9 %, p<0,05) (Fig. 26E). Mas importante aun, este aumento
en la poblacion de células T CD3+ se atribuy6é a un aumento significativo de células T CD8+ (Fig.26D), ya sea
normalizado a células CD45+ (de 25,9 a 45,3 %, p < 0,01) (Fig.26F) o al nimero de células residentes en el tumor (de
8 a 19 %, p<0,05) (Fig. 31A). Se observd una tendencia similar en células T CD8+ normalizadas al peso del tumor
(Fig. 31B). En cambio, la poblacién de células T CD4+ permanecié sin cambios (Fig.26G, 31), dando lugar a un
marcado aumento en la relacién CD8/CD4 (de 3,6 a 9,0, p<0,001) (Fig. 27H). Esto indicaba que la combinacién LB-
100/aPD-1 dio lugar a un aumento del trafico de células T CD8+ al tumor, lo que ha demostrado ser uno de los
predictores mas importantes de la respuesta a la inmunoterapia. Ademas, se examiné la subpoblacion de TiLs CD8+
mediante el etiquetado del marcador fenotipico efector CD44+. Hubo un aumento significativo de células T
CD8+CD44+ en ratones tratados con la combinacion en relaciéon con el control (9,8 a 17,1 %, p < 0,01) (Fig.26l).
También se encontré un aumento de la proliferacién de TILs CD8+, medida mediante expresién de la proteina Ki67
asociada al ciclo celular (de 12,3 a 22,5 %, p<0,05) (Fig.26J). A continuacién se examiné la expresion de un conjunto
de marcadores de puntos de control inmunitarios en los TILs, incluyendo PD-1, TIM3, Ox40, CTLA4 y LAGS3. El
tratamiento con aPD-1 dio lugar a una disminucion esperada de la expresion de PD-1, pero LB-100 por separado o
ademas de aPD-1 no alteré adicionalmente la expresion de PD-1 en TiLs CD4+ y CD8+ (Fig.26K-L). La expresion de
TIM3, Ox40, CTLA4 y LAG3 no se modifico significativamente en TILs CD4+ o CD8+ TILs con tratamiento Unico o
combinado (Fig.32), lo que sugiere que existe potencial en la combinacién de LB-100 con terapias dirigidas contra
estos marcadores de puntos de control.

Dado que el estudio anterior demostré que PP2A desempefia un papel esencial en Treg supresoras, se examiné si la
adicion de LB-100 podria dar lugar a la deplecion de Treg, similar a la terapia anti-CTLA4. Se sabe que aPD-1 actia
al nivel del tumor y con una capacidad limitada para depletar Tregs. Sin embargo, con la adicién de LB-100, el
tratamiento combinado disminuy6 significativamente el porcentaje de células Treg CD4+FoxP3+ entre TILs (de 10,3
a 4,9 % de células T CD3+, p<0,05) (Fig.27A-B). La disminucién concomitante de Treg y el aumento de células T
CD8+ dio lugar a un aumento drastico de la relaciéon de CD8+ respecto a Treg de 3,5 veces entre TlLs (de 7,5 a 26,4,
p<0,05) (Fig.27C). Posteriormente, se evalud la consecuencia funcional de la combinacion LB-100/aPD-1 en TILs. Se
analizd la expresion intracelular de IFN-y en respuesta a la estimulacién in vitro con PMA/ionomicina. El tratamiento
combinado mejoré significativamente la produccién de IFN-y por TILs CD8+ en relacién con el control (de 16,6 a 31,5
% de CD45+, p<0,05) (Fig.27D-E). Ademas, la frecuencia de TILs CD8+ productores del factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) (Fig.27F, 33A) y de produccion dual de IFN-y/TNE-a (Fig.27G, 33B) aumentaron significativamente con
el tratamiento combinado. La capacidad citolitica de TILs CD8+ también se determino por la expresion de Granzyme
B (GzmB), que también aument6 significativamente con el tratamiento con LB-100/a-PD1 (Fig.27H, 33C). En células
T CD4+ se observé un aumento pequefio pero estadisticamente significativo en la produccién de IFN-y (de 6,1 a 10,8
% de células CD4+, p<0,05) (Fig.271). Esto sugiere que, si bien no hay un aumento general en la infiliracion de CD4+
con la combinacién LB-100/a-PD1, las células T efectoras CD4+ presentes en el tumor eran, sin embargo, mas activas
funcionalmente con una produccién de IFN-y potenciada.
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En conjunto, la combinacién de LB-100 con el bloqueo de aPD-1 dio lugar a un cambio significativo en la composicion
de TILs (Fig.27J). Sibien la poblacion general de CD45+ se mantuvo relativamente estable, hubo un marcado aumento
en la infiltracién de células T CD3+, impulsada por una preponderancia de células T CD8+. Al mismo tiempo, la
poblacién de Treg se depleté concomitantemente, lo que dio lugar a un aumento drastico en la relacion CD8/Treg.
Ademas, las células T CD8+ eran mas proliferativas y funcionalmente activas, como lo indican las expresiones de
citocinas. Estos hallazgos son consistentes con la observacion de que la combinacién LB-100/a-PD1 podria provocar
un rechazo tumoral duradero en CT26 de manera inmunodependiente.

LB-100 y aPD-1 potencian la actividad antitumoral en el melanoma B16 sin evidencia histologica de autoinmunidad: a
continuacion se determiné si la combinacion LB-100/aPD-1 era efectiva contra otros tumores resistentes a aPD-1. En
un modelo de prevencion tumoral, los ratones C57BL/6 de 6-8 semanas se aleatorizaron en cuatro grupos de
tratamiento: PBS, LB-100, aPD-1 y combinacién. Se inocularon células B16F10 (2,5x10%) 2 dias después del inicio
del tratamiento por via subcutanea en el flanco toracico derecho. Los tratamientos se administraron cada dos dias tras
la supervivencia (Fig.34A) Al dia 15 después de la implantacion del tumor, no hubo diferencia entre las ramas de
control y de agente Unico. Sin embargo, el tamafio tumoral era significativamente menor en el grupo combinado en
relacion con el control (de 305,9 a 109,0 mm?3, p<0,05) (Fig.34B-C) y la supervivencia se prolongd con el tratamiento
combinado (p<0,05) (Fig.34D).

Cabe destacar que ninguno de los ratones del grupo combinado mostré signos clinicos de eventos inflamatorios
autoinmunitarios. Sin embargo, dado que la combinacién LB-100/aPD-1 dio lugar a un aumento de la funcién efectora
y la deplecién de Treg, la autoinmunidad es una preocupacién. Por lo tanto, se examiné la histologia de miltiples
organos de ratones tratados para buscar signos de inflamacién. Se sacrificaron ratones C57BL/6 que alcanzaron los
criterios de supervivencia y se examiné la histologia de la piel, las glandulas salivales, el pancreas, el pulmén y el
estomago (Fig.34E, 35). No hubo evidencia en ninguno de los grupos de tratamiento que sugiriera un aumento de
infiltracién de linfocitos o signos de autoinmunidad.

LB-100 inhibe la actividad de PP2A y potencia la activacion de mTORC1: |a actividad enzimatica de PP2A de células
CD4 and CD8 aisladas de esplenocitos de ratones se midié 3 horas después de la estimulacion in vitro con CD3 en
placa y CD28 soluble. Hubo una disminucién dependiente de la dosis en la actividad enzimatica de PP2A en células
tanto CD4 como CD8, con un efecto mayor en las células CD8 que en las CD4 (Fig.36A).

Después de 3 horas de activacién in vitro de células CD3 aisladas, se evalué la actividad de las vias mTORCH1,
mTORC2 y PI(3)K-AKT mediante comprobacién de la fosforilacion de la proteina ribosémica S6 (S6), AKT en Thr473
y AKT en Thr308 respectivamente. Se encontr6 que, si bien LB-100 tiene un efecto minimo sobre las vias mTORC2 y
PI(3)K-AKT (Fig.36B), hubo un aumento dependiente de la dosis en la actividad de mTORC1 medida por fosforilacion
de S6 (Fig.36¢). Esta diferencia no se observé en ninguna de las 3 vias en un momento temprano de 30 minutos
después de la activacion (Fig. 37).

LB-100 inhibe el desarrollo de células CD4 sin tratamiento en células reguladoras o Th2 CD4:

Las células CD4 sin tratamiento se aislaron de esplenocitos de ratones y se activaron in vitro con anti-CD3 y CD28 en
presencia de TGF-B o IL4 para inducir el desarrollo de células Treg o0 Th2 CD4+ respectivamente. Después de 72
horas, las expresiones intranucleares de Foxp3 o GATAS se cuantificaron mediante citometria de flujo para determinar
el porcentaje de células Treg o Th2 respectivamente. El tratamiento con LB-100 alter6 significativamente la induccién
de Foxp3 por TGF-B (Fig.38A) o GATAS (Fig.38B) por IL-4 de manera dependiente de la dosis. Ademas, se cuantifico
la proporcion relativa de células Th2 y Th1 CD4+ por etiquetado para T-bet. La frecuencia de células que expresan
GATAS3 en relacidon con células que expresan Thet disminuyé significativamente con el tratamiento con LB-100
(Fig.38C). A continuacién, se explord la consecuencia funcional de la célula Th1 CD4+ con tratamiento con LB-100.
En ambas condiciones de sesgo Th1 y Th2, hubo un aumento dependiente de la dosis en la expresion de IFN-y con
inhibicion de PP2A. Esto se mostr6 tanto con la tincién intracelular (Fig.38D) como con la medicion de la secrecion de
citocina (Fig.38E-F). Otras citocinas relacionadas con Th1, incluyendo TNF-a y IL2 también aumentaron en ambas
condiciones Th1 y Th2. La secrecién de IL4 habia disminuido tal como se esperaba (Fig.38F). Estos datos sugieren
que la inhibicién de PP2A disminuy6 la formacién de Treg y sesgo la diferenciacién de células CD4 hacia el linaje Th1,
dando lugar a un aumento general en la secrecién de citocinas Th1. Estos experimentos in vitro son consistentes con
los hallazgos de TILS in vivo y sugieren potencialmente que la inhibicién de PP2A potencié la inmunidad contra el
cancer a través de la hiperactivacion de mTORCH1.

Actividad in vitro de LB-100 en reacciones de linfocitos mixtos humanos: para confirmar adicionalmente que el efecto
inmunomodulador de LB-100 tiene utilidad clinica, se realizaron reacciones de linfocitos mixtos (MLR) utilizando PBMC
de donantes humanos sanos. Las células dendriticas derivadas de monocitos se cocultivaron con células T alogénicas
CD4+ etiquetadas con colorante citosélico CFSE. LB-100 se administré el dia del cocultivo (dia 0) y de nuevo el dia
3. La proliferacion y secrecién de IFN-y por células T CD4 se evalud en el dia 5 (Fig.39A). Hubo un aumento
significativo en la proliferacién de células T CD4, medida por el porcentaje de células en divisién, con el tratamiento
con LB-100 a 1 uM (31 % en comparacion con el 20 % en los controles) (Fig.39B). También hubo una tendencia hacia
el aumento de la proliferacion a concentraciones mas bajas de LB100 (en el intervalo submicromolar). A la dosis
elevada de 5 UM, la proliferacion se vio afectada, lo que sugiere que existe una ventana 6ptima de exposicién a LB-
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100 que mejora la inmunidad. Se observé un patron similar con la secrecion de IFN-y (Fig.39C). A0,2y 1 uM de LB-
100, la liberacién de IFN-y aument6é de manera significativa de 3,5 a 4 veces respectivamente. También se examiné
el efecto de la diferenciacion del linaje en las células T CD4 mediante etiquetado para T-bet. LB-100 a 1 uM aument6
significativamente la expresion de T-bet (Fig.8D)., confirmando nuestro hallazgo anterior de que LB-100 parece sesgar
el linaje de CD4 hacia la diferenciacién de Th1. A continuacién, se comprob6 si LB-100 podria potenciar la secrecién
de IFN-y in vitro en combinacioén con el bloqueo de PD1 utilizando nivolumab. Se realizé un ensayo similar de MLR
con LB-100. Se encontr6 que LB-100 tenia un efecto sinérgico con el bloqueo anti-PD1 (aPD-1) y potenciaba la
secrecion de IFN- y en comparacioén con los agentes Unicos (Fig.39E).

Materiales y métodos
Farmacos - nivolumab se obtuvo de Bristol-Myers Squibb y LB-100 se obtuvo de Lixte Biotechnology Holdings, Inc.

Lineas celulares - CT26. Las lineas celulares de carcinoma de colon CL25, melanoma B16 F10 y carcinoma mamario
4T1 se obtuvieron de ATCC. Se cultivaron células tumorales en medio completo (RPMI 1640,Gibco) que contenia 10
% (vol/vol) de FBS (Gibco), 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco).

Se mantuvieron modelos tumorales singénicos en ratones y se llevaron a cabo experimentos con la aprobacién de los
Comités de Uso y Cuidado de Animales de NINDS. Para tumores CT26: Se adquirieron BALB/c (6-8 semanas de
edad) en Charles River Laboratory. Se inyectaron células CT26 (0,5 x 108) en el flanco derecho por via subcutanea.
Una vez que los tumores alcanzaron un volumen de 30-100 mm? (dia 0), los ratones se aleatorizaron y se trataron con
PBS, LB-100 (0,156 mg/kg) y/o anti-ratén PD-1 (10 mg/kg)} (RMP1-14; IgG2b en rata; Bio X Cell}. Los tratamientos se
administraron cada 2 dias durante 30 dias. El volumen tumoral se midi6 cada 2 dias utilizando un calibrador y el
volumen tumoral se calculé segln la férmula: Volumen (mm?) = L x W2 /2, donde L es la longitud y W es la anchura
del tumor (en milimetros). Para tumores B16: Se adquirieron C57BL/6 (6-8 semanas de edad) en Charles River
Laboratory. Los ratones se aleatorizaron en los respectivos grupos de tratamiento y se inyectaron células B16F10
(0,5x108) en el flanco derecho por via subcutdnea 2 dias después del tratamiento inicial. El tratamiento y las
mediciones se realizaron cada 2 dias. El criterio de valoracién de supervivencia se definié al alcanzar cualquiera de
los siguientes criterios: 1) volumen tumoral superior a 2000 mm3, 2) diametro tumoral superior a 2 ¢cm, 3) necrosis
cutanea grave que no cicatrizaba sobre el tumor. Cuando se indico, algunos ratones se depletaron para células T
CD8+ por inyeccion de 250 «g de anticuerpos depletantes de CD8 (clon 53.6.7; BioXcell). Las inyecciones se
administraron 2 dias y 1 dia antes del tratamiento, el dia del inicio del tratamiento, a los dias 5 y 8 después del inicio
de la terapia, y en adelante semanalmente.

Estudios de reexposicién tumoral - Se inocularon ratones BALB/c sin tratamiento y previamente curados (CR) con
terapia combinada de tumores CT26 con 0,5 x108 células CT26 en el flanco toracico izquierdo (CR) y derecho (sin
tratamiento). Cuando se indico, algunos ratones también se inocularon con 1,25 x 10° células de carcinoma mamario
4T1 en la almohadilla de grasa mamaria. A continuacién, se monitorizé el volumen de los tumores de forma similar a
la anterior.

Aislamiento de TILs - Los ratones fueron inyectados en el flanco toracico derecho con 0,5 x 108 células CT26 y tratados
como se indico anteriormente después de que los tumores alcanzaran entre 50-100 mms3. Después de 2 tratamientos,
se sacrificaron los ratones y se extirparon los tumores. Los tumores se sometieron a disrupcidon mecanica utilizando
un disociador GentleMACS (Miltenyi Biotec) en presencia de digestién enzimatica con el kit de disociacién tumoral
(Miltenyi Biotec). La estrategia de clasificacion utilizada para el analisis de TILs se muestra en la Fig. S3. Tincion de
citocina intracelular, fosfoflujo y citometria de flujo - Las suspensiones que contenian células T se tifieron con una
tincion de vivos/muertos (Invitrogen) en PBS seguida de una tincién de anticuerpos de superficie en tampén FACS
(PBS con 0,5 % de BSA y 0,1 % de azida sodica). Para la tincion intracelular, las células se tifieron para las moléculas
de superficie seguido fijacion y permeabilizacién (eBioscience). Para la tincion de citocinas, las células se estimularon
en primer lugar con un céctel de estimulacion celular (eBioscience) que contenia PMA/lonomicina e inhibidor de
transporte de proteinas antes de someterse a la tincién. Para la fosfotincién, se utilizé 4 % de formaldehido para la
fijacion y se utilizé 100 % de metanol para protocolos de permeabilizacién. Las células se analizaron por citometria de
flujo (LSRII; BD Bioscience). El andlisis de datos se realizo con el software FlowJo (TreeStar).

Ensayo de fosfatasa PP2A - Se aislaron células T CD4+ y CD8+ con el kit de aislamiento CD4 y CD8 (StemCell)
respectivamente. Se activaron las células utilizando anti-CD3 inmovilizado (10 ug/ml} y anti-CD28 soluble (2 ug/ml)
durante tres horas. A continuacién, se evalué la actividad de PP2A después de la inmunoprecipitacion utilizando un
kit de ensayo de fosfatasa verde de malaquita segun las indicaciones del fabricante (EMD Millipore).

Estimulacién y sesgo de células T - Se aislaron células CD4 sin tratamiento de esplenocitos de ratones (StemCell).
Se activaron las células durante 3 dias utilizando anti-CD3 inmovilizado (10 ug/ml) y anti-CD28 soluble (2 ug/ml). Las
condiciones de sesgo eran las siguientes: Tn1, 1.ig/mL anti-IL4, 5 ng/mL IL2, y 10 ng/mL IL12; Tu2, 1 .ig/mL anti-IFN-
Y, 5 ng/mL IL2, y 10 ng/mL IL4 ; Treg, 1 .ig/ mL anti-IFNy, y 1 ig/mL anti-IL4, y 2 ng/ mL TGFB1. Se utilizaron
inmunoensayos de flujo multianalito basados en perlas (BD Bioscience) para medir la produccién de citocinas en el
sobrenadante segun las instrucciones del fabricante. El nimero absoluto de células se cuantificd con citometria de
flujo utilizando perlas de recuento (Biolegend).
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Anticuerpos para citometria de flujo - Anti-ratén: a-CD45 (30-F11, BD), a-CD3 (145-2C11, Biolegend), a-CD4 (GK1.5,
Biolegend), a-CD8 (53-6.7, BD), a-PD-1 (J43, ThermoFisher), a-CTLA4 (1B8, abcam), a-TIM-3 (B8.2C12, Biolegend),
a-0X-40 (OX-86, Biolegend), a-CD62L (MEL-14, BD), a-CD44 (IM7, Biolegend), a-LAG-3 (C9B7W, Biolegend), a-IFN-
y (XMG1.2, Biolegend), a-TNF-a (MP6-XT22, Biolegend), a-Granzyme B (NGZB, ThermoFisher), a-FOXP3 (MF-14,
Biolegend), a-Ki67 (SolA15, ThermoFisher). Antihumano: a-CD4 (A161A1, Biolegend), a-T-bet (4B10, Biolegend), a-
Phospho-Akt (Ser473) (D9E, Cell Signaling), a-Phospho-Akt (Thr308) (D25ES6, sefializacion celular), proteina
ribos6mica a-fosfo-S6 (Ser235/236) (D57.2.2E, sefializacién celular).

Histologia - Los tejidos fijados en formol fueron procesados, tefiidos en hematoxilina y eosina y evaluados a ciegas
por un patoélogo certificado.

Reaccion de linfocitos mixtos humanos - como se describié anteriormente en °. Las células dendriticas (DC) se
generaron mediante el cultivo de monocitos aislados de PBMC utilizando un kit de aislamiento de monocitos (StemCell)
in vitro durante 7 dias con 500U/ml de interleucina-4 (IL-4) y 250 U/ml de GM-CSF (R&D Systems). Las células T
CD4+ (1 x 10 aisladas con kit de aislamiento de CD4 (StemCell) y etiquetadas con CFSE (ThermoFisher) se
cocultivaron con DC alogénicas (1 x 104). Al inicio del ensayo, se afiadié una titracion de LB-100 y/o nivolumab.
Después de 3 dias, se repuso LB-100 a la concentracién final indicada. Después de 5 dias, se analizaron los
sobrenadantes de cultivo mediante ELISA (eBioscience) y se analizaron las células mediante citometria de flujo. Se
obtuvieron al menos 3 donantes distintos y se presentaron los resultados de un donante representativo.

Estadisticas - si no se indica lo contrario en la leyenda de la figura, las muestras se analizaron con el software
GraphPad Prism utilizando la prueba de comparacion miltiple de Tukey. Los diagramas de puntos de dispersion se
representan como medias con SEM.
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REIVINDICACIONES

1. Inhibidor de PP2A para uso en un método de:

() tratamiento de un sujeto afectado por cancer que comprende la administracion al sujeto de una cantidad efectiva
del inhibidor PP2A en combinacién con una cantidad efectiva de un inhibidor de puntos de control, en donde las
cantidades, cuando se toman conjuntamente, son efectivas para tratar al sujeto; o:

(1) tratamiento de un sujeto afectado por cancer y recepcion de un inhibidor de puntos de control que comprende la
administracién al sujeto de una cantidad de inhibidor PP2A eficaz para potenciar el tratamiento en relacion con el
inhibidor de puntos de control por separado; o:

(1) tratamiento de un sujeto afectado por cancer que comprende la administracién al sujeto de una cantidad efectiva
del inhibidor PP2A en combinacién con una cantidad efectiva de un inhibidor de puntos de control, en donde las
cantidades, cuando se toman conjuntamente, son efectivas para tratar el tumor o el cancer; o:

(IV) aumento de una respuesta de las células T a las células cancerosas en un sujeto afectado por el cancer que
comprende la administracion al sujeto de una cantidad de inhibidor de PP2A en combinacioén con una cantidad efectiva
de un inhibidor de puntos de control eficaz para aumentar la respuesta de las células T a las células cancerosas; o:
(V) aumento de la activacion de las células T en un sujeto afectado por el cancer que comprende la administracién al
sujeto de una cantidad de inhibidor de PP2A en combinacion con una cantidad efectiva de un inhibidor de puntos de
control para aumentar de este modo la activacion de las células T;

en donde el inhibidor de puntos de control es atezolizumab, nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab o tremelimumab;

y
en donde el inhibidor de PP2A es un compuesto que tiene la estructura:

en donde

el enlace a esta presente o ausente;

R1y R2 son conjuntamente =O;

R3 es OH, O- u OR9,

en donde R9 es alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo;

R4 es
H
N cH i
flif \/\N"’f 3 );,»& Y

i

it g P
' \\/ %.‘N - c"‘.’
‘ R —— : fv*" “‘g,
f}-}w‘“um}é " k\*\,‘ f.*"'\
3 A
& 0 ‘

donde X es O, S, NR10, N+HR10 o0 N+R10R10,
donde cada R10 es independientemente H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,

R5 y R6 tomados conjuntamente son =0;
R7 y R8 son cada uno H;
0 una sal, zwiterién o éster del mismo.

2. El inhibidor de PP2A para uso segun la reivindicacion 1, en donde
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() la cantidad de compuesto o sal, zwitterién o éster del mismo y la cantidad de inhibidor de puntos de control se
administran periédicamente al sujeto; y/o:

(I1) la cantidad de compuesto o sal, zwitterién o éster del mismo y la cantidad de inhibidor de puntos de control se
administran simultdneamente, por separado o secuencialmente; y/o:

(11} el inhibidor de puntos de control se administra paralelamente a, antes o después del compuesto o sal, zwitterién
0 éster del mismo; y/o:

(IV) la cantidad de inhibidor de puntos de control y la cantidad de compuesto o sal, zwitterién o éster del mismo cuando
se administran conjuntamente es mas efectiva para tratar al sujeto que cuando cada agente se administra por
separado en la misma cantidad; y/o:

(V) la cantidad de compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo y la cantidad de inhibidor de puntos de control cuando
se toman conjuntamente es efectiva para reducir un sintoma clinico del cancer en el sujeto; y/o:

(V1) el compuesto o sal, zwitterién o éster del mismo potencia el efecto inmunoterapéutico del inhibidor de puntos de
control; y/o:

(VIl) el cancer es susceptible de tratamiento mediante una respuesta inmunitaria.

3. Elinhibidor de PP2A para uso segun la reivindicacion 1 o0 2, en donde

() el cancer es melanoma, carcinoma de células renales, cancer de préstata, carcinoma urotelial o cancer de ovario;
o:

(I1) el compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo se administra a una dosis de 0,25 mg/ m2, 0,5 mg/ m2, 0,83 mg/
m2, 1,25 mg/ m2, 1,75 mg/ m2, 2,33 mg/ m2 o0 3,1 mg/ m2; o:

(111} el compuesto o sal, zwitterion o éster del mismo se administra durante 3 dias cada 3 semanas.

4. El inhibidor de PP2A para uso segun la reivindicacion 3, en donde el cancer es melanoma o en donde el compuesto
o sal, zwitterion o éster del mismo se administra a una dosis de 2,33 mg/m?.

5. El inhibidor de PP2A para uso segun la reivindicacion 1 o0 2, en donde

} el ipilimumab se administra por via intravenosa a una dosis de 0,5 mg/kg -10 mg/kg o menos, o

I) el atezolizumab se administra por via intravenosa a una dosis de 0,1 mg/kg - 20 mg/kg o menos, o
I} el nivolumab se administra por via intravenosa a una dosis de 0,1 mg/kg -10 mg/kg 0 menos; o

V) el pembrolizumab se administra por via intravenosa a una dosis de 1 mg/kg -10 mg/kg 0 menos.

6. El inhibidor de PP2A para uso segun la reivindicacién 5, en donde:

el ipilimumab se administra por via intravenosa durante 90 minutos cada 3 semanas 0 menos;

el atezolizumab se administra por via intravenosa durante 60 minutos cada 3 semanas 0 menos;

el nivolumab se administra por via intravenosa durante 60 minutos cada 2 semanas 0 menos; o: el pembrolizumab se
administra por via intravenosa durante 30 minutos cada 3 semanas o menos.

7. Elinhibidor de PP2A para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
en donde el compuesto tiene la estructura:

0 una sal, zwiterién o éster del mismo.

8. El inhibidor de PP2A para uso segun la reivindicacion 1 o 7, en donde
(1) el enlace a esta presente; o:
(I1) el enlace a esta ausente.

9. El inhibidor de PP2A para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde
() Rg es metilo, etilo o fenilo; o
() Ro es metilo.

10. El inhibidor de PP2A para uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde:
() Rees

45



ES 2970913 T3

(o]
e ]
AN
0 H
(o]
() R4 es
o gy N Ry
by / "\\
H

en donde Rio es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o

11. El inhibidor de PP2A para uso segun la reivindicacién 10, en donde R4 es

-§..N/_ |

Ny
AN
H s

y en donde Rio es H, -CHs,-CH2CH3z o

w4 )

12. El inhibidor de PP2A para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde Rs es

/N
=

en donde Rio es H, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo,

I~
/§ @ \f(/\ &\ .é’
0

e

e
e
e

13. El inhibidor de PP2A para uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde
() Rees

i | < R Y1 M Nt

S WA
/ N N/
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14. El inhibidor de PP2A para uso segin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el compuesto tiene la
estructura

O
ORy
| AN

en donde:

el enlace a esta presente o ausente;

Ro esta presente 0 ausente y, cuando esta presente, es alquilo, alquenilo, alquinilo o fenilo; y

Xes O, S, NRio, N*HR10 0 N*R1oR10,

donde cada Rio es independientemente H, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo
sustituido, arilo,

A AL

0 una sal, zwiterién o éster del mismo.

3

15. El inhibidor de PP2A para uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde
(I} el compuesto tiene la estructura

]

1.
O

T A

A

o]
en donde:
el enlace a esta presente o ausente
X es O o NR10,

donde cada R10 es independientemente H, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo
sustituido, arilo,

A 1A

3

0 una sal, zwiterién o éster del mismo; o
(I} el compuesto tiene la estructura
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en donde:

el enlace a esta presente o ausente

X es O o NH*Rio,

donde Rio es H, alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo,
alquinilo sustituido, arilo o

A

]

0 una sal, zwiterién o éster del mismo.

16. El inhibidor de PP2A para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el compuesto tiene la
estructura

P

o una sal o éster del mismo.
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