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(57) Resumo: A presente invencdo prové métodos para tratar cancer em um paciente em necessidade do mesmo, o método
compreendendo administrar ao paciente uma quantidade eficaz de um agente direcionado ao ICOS humano e uma quantidade
eficaz de um agente direcionado ao PD 1 humano ou PD-L1 humano sequencialmente. A presente invencédo também prové um
anticorpo anti-ICOS ou fragmento de ligacédo a antigeno do mesmo e um anticorpo anti-PD1 ou fragmento de ligagdo a antigeno
do mesmo para o uso sequencial no tratamento de cancer em um ser humano em necessidade do mesmo. A presente invengéo
prové um anticorpo anti-ICOS ou fragmento de ligagéo a antigeno do mesmo e um anticorpo anti-PD-L1 ou fragmento de ligagao
a antigeno do mesmo para uso sequencial no tratamento de cancer em um ser humano em necessidade do mesmo.
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METODOS PARA TRATAR CANCER, PARA FABRICAR UM
ANTICORPO ANTI-ICOS OU PORCAO DE LIGACAO A ANTIGENO
DO MESMO, PARA FABRICAR UM ANTICORPO ANTI-PD1 OU
PORCAO DE LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO, PARA
FABRICAR UM ANTICORPO ANTI-PDLI OU PORCAO DE
LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO, ANTICORPO ANTI-ICOS OU
FRAGMENTO DE LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO E UM
ANTICORPO ANTI-PDI OU FRAGMENTO DE LIGACAO A
ANTIGENO DO MESMO, ANTICORPO ANTI-ICOS OU
FRAGMENTO DE LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO E UM
ANTICORPO ANTI-PD-L1 OU FRAGMENTO DE LIGACAO A
ANTIGENO DO MESMO, USO DE UM ANTICORPO ANTI-ICOS OU
PORCAO DE LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO E UM
ANTICORPO ANTI-PD1 OU PORCAO DE LIGACAO A ANTIGENO
DO MESMO, POLINUCLEOTIDEO, VETOR, E, CELULA
HOSPEDEIRA

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invengao geralmente diz respeito a imunoterapia
no tratamento da doenca humana. Mais especificamente, a presente
invencdo diz respeito ao uso da dose sequenciada de imunomoduladores
tais como anticorpos anti-ICOS, anticorpos anti-PD1, e anticorpos anti-
PDL1 no tratamento do cancer.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] A imunidade ao cancer € um processo de multiplas etapas
que € rijamente regulado através de uma série de pontos de checagem
imunoldgica negativos e receptores coestimuladores positivos que, quando
eficazmente provocado pode obter uma resposta antitumoral (Mellman, 1.,
et al. (2011) Cancer Immunotherapy Comes of Age. Nature 480(7378),

480-489). Contudo, os tumores estabeleceram varios mecanismos para
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enganar a depuracdo imunoldgica alterando-se a responsividade do
infiltrado 1imunolégico. Em alguns exemplos, os tumores serdo altamente
dependentes de um mecanismo Unico, € nestes casos, existe o potencial de
obter uma atividade clinica significante com uma terapia imunomoduladora
de agente unico (Hoos, A. (2016). Development of immuno-oncology
drugs - from CTLA4 to PD1 to the next generations. Nat Rev Drug Discov.
15(4), 235-47). Contudo, conforme os tumores frequentemente utilizam
mecanismos de sobreposicdo e redundantes multiplos para bloquear a
resposta imune, a terapia de combinacao sera provavelmente requerida para
a eficacia durdvel através uma ampla faixa de tipos de tumores. Portanto,
novas terapias imunoldgicas alvejadas sdo necessdrias para melhorar o
tratamento de todos os canceres.

[003] Deste modo, ha uma necessidade quanto a combinacdo de
tratamentos e estratégias para a dosagem de imunomoduladores para o
tratamento de uma doenca, em particular, cancer.

Breve Descri¢do dos Desenhos

[004] A FIG. 1 € uma tabela mostrando o projeto de estudo de
anticorpos anti-ICOS/anticorpos anti-PD1 simultaneos e um estudo de dose
em fases aqui descrito.

[005] A FIG. 2 € um diagrama esquematico que mostra o
procedimento de estudo dos anticorpos anti-ICOS/anticorpos anti-PD1
concorrentes € o estudo de dosagem em fases aqui descrito. Mostrado no
fundo da FIG. 2 € uma tabela que lista os anticorpos usados no estudo.
[006] A FIG. 3 € uma representacdo grafica mostrando o volume
de tumor médio dos grupos de camundongos tratados com anticorpos anti-
ICOS e anticorpos anti-PD1 concomitantemente ou em fases sequenciais
(por exemplo, dose inicial/dose de acompanhamento) e o(s) grupo(s)
tratado(s) com controle, como indicado na legenda da figura.

[007] A FIG. 4 € uma representacdo grafica mostrando o volume
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de tumor médio de grupos de camundongo tratados coma dosagem
concomitante de anticorpos anti-ICOS e anticorpos anti-PDI1, e o(s)
grupo(s) tratado(s) com controle, como indicado na legenda da figura.

[008] A FIG. 5 € uma representacdo grafica mostrando o volume
de tumor médio dos grupos de camundongo tratados com dosagem em
fases de anticorpos anti-ICOS e anticorpos anti-PD1, e o(s) grupo(s)
tratado(s) com controle, como indicado na legenda da figura.

[009] A FIG. 6 € uma representacdo grifica mostrando o volume
de tumor médio dos grupos de camundongo tratados com dosagem em
fases de anticorpos anti-PD1 e anticorpos anti-ICOS, com anticorpos anti-
PD1 como dose inicial e anticorpos anti-ICOS como dose de
acompanhamento, e o(s) grupo(s) tratado(s) com controle, como indicado
na legenda da figura.

[0010] A FIG. 7 € uma representacdo grafica mostrando o volume
de tumor médio dos grupos de camundongo tratados com dosagem em
fases de anticorpos anti-ICOS e anticorpos anti-PD1, com anticorpos anti-
ICOS como dose inicial e anticorpos anti-PDI como dose de
acompanhamento, e o(s) grupo(s) tratado(s) com controle, como indicado
na legenda da figura.

[0011] As FIGS. 8A-8C sao conjuntos de representacdes graficas
mostrando volumes de tumores individuais de camundongos tratados com
dosagem concomitante de anticorpos anti-ICOS e anticorpos anti-PD1, e
grupo(s) tratado(s) com controle(s), como indicado na(s) legenda(s) da(s)
figura(s) correspondente(s). A FIG. 8A mostra os volumes de tumores
individuais de camundongos no Grupo 1 (esquerda) e Grupo 2 (direita). A
FIG. 8B mostra os volumes de tumores individuais de camundongos no
Grupo 3 (esquerda superior), Grupo 4 (direita superior), e Grupo 5 (fundo).
A FIG. 8C mostra os volumes de tumores individuais dos camundongos no

Grupo 6 (esquerda) e Grupo 7 (direita).
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[0012] As FIGS. 9A-9C sao conjuntos de representacOes graficas
mostrando volumes de tumores individuais de camundongos tratados com
dosagem em fases de anticorpos anti-ICOS e anticorpos anti-PDI1, e
grupo(s) tratado(s) com controle(s), como indicado na(s) legenda(s) da(s)
figura(s) correspondente(s). A FIG. 9A mostra os volumes de tumores
individuais dos camundongos no Grupo 1 (esquerda) e Grupo 2 (direita). A
FIG. 9B mostra os volumes de tumores individuais de camundongos no
Grupo 8 (esquerda superior), Grupo 9 (direita superior), € Grupo 10
(fundo). A FIG. 9C mostra os volumes de tumores individuais dos
camundongos no Grupo 11 (esquerda superior), Grupo 12 (direita
superior), € Grupo 13 (fundo).

[0013] A FIG. 10 é uma representacdo grafica mostrando a
sobrevivéncia dos camundongos em todos os grupos (Grupos 1 a 13). Os
camundongos nos grupos foram tratados com dosagem concomitantes ou
em fases de anticorpos anti-ICOS e anticorpos anti-PD1 ou tratados com
controle(s), como indicado na legenda da figura.

[0014] A FIG. 11 é uma representacdo grafica mostrando a
sobrevivéncia dos grupos de camundongo tratados com dosagem
concomitante de anticorpos anti-ICOS e anticorpos anti-PDI1, e o(s)
grupo(s) tratado(s) com controle, como indicado na legenda da figura.
[0015] A FIG. 12 é uma representacdo grafica mostrando a
sobrevivéncia dos grupos de camundongo tratados com dosagem em fases
de anticorpos anti-ICOS e anticorpos anti-PD1, e grupo(s) tratado(s) com
controle(s), como indicado na legenda da figura.

[0016] A FIG. 13 é uma representacdo grafica mostrando a
sobrevivéncia dos grupos de camundongo tratados com a dosagem em
fases de anticorpos anti-PD1 e anticorpos anti-ICOS, com anticorpos anti-
PD1 como dose inicial e anticorpos anti-ICOS como dose de

acompanhamento, e o(s) grupo(s) tratado(s) com controle(s), como
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indicado na legenda da figura.
[0017] A FIG. 14 é uma representacdo grafica mostrando a
sobrevivéncia dos grupos de camundongo tratados com dosagem em fases
de anticorpos anti-ICOS e anticorpos anti-PD1, com anticorpos anti-ICOS
como dose inicial e anticorpos anti-PD1 como dose de acompanhamento, e
grupo(s) tratado(s) com controle(s), como indicado na legenda da figura.
[0018] FIG 15: Desenvolvimento de um anticorpo monoclonal
agonista de ICOS anti-humano

(A) H2L5 ligando ao ICOS dimérico humano (B) ICOS-L
humano ligando ao ICOS dimérico humano (C) Ligacao de H2LS5 (20
ug/mL) a células T CD4 (**P = 0,0011, t = 4,183, df = 13) e CD8 (**P =
0,0078, t = 3,686, df = 7) de doadores saudédveis. Cada simbolo representa
um doador humano separado, as linhas horizontais indicam a média, e as
barras sdo a faixa interquartil (D) Western Blot representativo
demonstrando a indu¢do da sinalizacdo de AKT nas células T ativadas
purificadas depois do tratamento com H2L5 (E) Quantificagdo de das
células T CD69* CD4 (*P = 0,0142, t = 3,416 df = 6) ou CD8 (**P =
0,0012, t = 5,734 df = 6) e (F) quantificacao das células T Ki67* CD4 (*P =
0,0190, t = 3,809 df = 4) ou CD8 (*P = 0,0255, t = 3,474 df = 4) de
doadores PBMC saudéveis tratados com (12,5 ug/mL) de H2L5 ligado e
anti-CD3 por 48 hours. (G, H) Quantificacdo de IFN-y soluvel de (G) do
sobrenadante de cultura de PBMC de pacientes sauddveis tratados com
(12,5 pg/ml) de H2LS5 ligado e anti-CD3 por 24 horas **P = 0,0041, t =
4,510 df = 6 ou 48 horas *P = 0,0375, t = 2,661 df = 6 (H) o sobrenadante
PBMC do paciente com cancer NSCLC tratado com (10 ug/mL) H2L5
ligado e anti-CD3 por 72 horas. (I, K) Quantificagdo da expressdao de RNA
de (I) T-Bet (TBX21) (*P = 0,0156, t = 2,974 df = 9) e (J) Granzima B
(GZMB) (**P = 0,0020, t = 4,292 df = 9) (K) L-Selectina (SELL) (*P =
0,0161, t = 2,955 df = 9) de células T CD3* de um doador sauddvel apds os
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tratamentos indicados analisados por um teste em t de duas caudas
emparelhado. H2L5 induz os aumentos dependentes de concentra¢do na
producdo de citocina e ativacdo da célula T das suspensdes de célula
tumoral desagregadas. As placas foram revestidas com H2L5 +/- anti-CD3
ou controle de isétipo. (L) IFN-y, (M) CD8+ OX40+, (N) CD8+ CD25+
apos 6 dias de cultura. As barras = Médias dos Grupos p < 0,05 por Anova
de Via ﬁnica, ¥ P < 0,05 *** P <0,0005, **** P < (0,000 por Anova de
Via Unica. Linha tracejada = CD3 + is6tipo IgG4 10 pug/mL. Ver a Fig. S7
para os tipos de tumores.
[0019] FIG 16: Isotipo de Anticorpo e encaixe de FcyR sdo criticos
para a funcao de H2L5

(A) PBMC de pacientes sauddveis tratados com H2L5
solivel de isétipos variantes a 5 pug/ml por 6 dias. A proliferagdo como
medido por dilui¢cdo de CFSE com rela¢do ao controle de is6tipo (mudanca
de dobra) (B, C) PBMCs de pacientes saudaveis, com ou sem esgotamento
das células NK; tratadas com (B) H2L5 solidvel de isétipos variantes a (5
ug/ml) por 6 dias. (C) H2L5 solidvel de isétipos variantes (10 ug/ml) por 24
horas e porcentagem de células mortas determinadas pela citometria de
fluxo usando uma matriz NIR Viva/Morta. Um anticorpo anti-CD52
conhecido induzir o exterminio das células T mediado por ADCC foi
incluido como um controle positivo. (D) A expressdao de ICOS nos
pacientes recentemente dissociados TIL. A intensidade fluorescente média
de ICOS das populacdes de células CD4, CDS8, Tr,, € Terr. (Tridngulo
Solido de Tipos de Tumores = NSCLC (6) Circulo So6lido = CRC (4)
Diamante Solido = bexiga (2) Quadrado so6lido = cabeca/pescoco (1)
Triangulo Aberto = RCC (4) Circulo aberto = Endometrial (2) Diamante
aberto = Prostata (1) Quadrado aberto = Tireoide (1); p < 0,05 por Anova
de Via Unica). O encarte mostra o histograma da expressio de ICOS em

CD4 (Vermelho), CD8 (Laranja) € Tr; (Azul) de um paciente com cancer
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endometrial.
[0020] (E) A correlagdo de Spearman entre os numeros do receptor
de ICOS totais (calculada multiplicando-se o ICOS em por cento positivo
para cada tipo de cé€lula através do numero receptor de ICOS por célula
positiva) e induc¢do de dobra do ensaio reporter FcYRIIIA nas células alvo
isoladas de PBMCs e tumores de pacientes na presenca de H2LS5 isétipo
IgG1 com relagao ao controle de isétipo para todas as amostras onde ambos
os pontos de dados foram disponiveis (r? = 0,681, p< 0,001). A inducdo de
dobra (F) observada em um ensaio reporter FCYRIITA usando as células
alvo isoladas de um tumor de paciente NSCLC 5001003 incubadas com
anticorpos anti-ICOS. CD4 T, as células T CD8 e T, foram isoladas de
um tumor de paciente dissociado e utilizadas como células alvo no ensaio
de FcyRIITA.
[0021] A FIG. 17: H2LS5 apresenta um agonismo dependente de
FcR para induzir a ativagdo da célula T

(A) As células T CD4 isoladas de pacientes sauddveis
tratadas com concentragdes indicadas de H2LS por 60 horas (is6tipo ligado
vs. H2L5 ligado ***P = 0,0006, t = 9,777 df = 4, isétipo soldvel vs. H2LL5
soluvel ***P = 0,0003, t = 11,50 df =4 e (#)H2LS5 ligado vs. H2L5 soluvel
**p = 0,0017, t = 7,530 df = 4) (B) PBMC de um paciente nao saudavel
tratado com H2L5 solivel (IgG4PE de ICOS) ou Fc de H2L5 desativado a
(10 ug/mL) por 3,5 dias (controle de isétipo vs. H2LS5 **P = 0,0056, t =
5,426 df = 4), (H2LS vs. Fc de H2LS desativado **P = 0,0012, t = 8,297 df
=4) (C) MLR com anticorpo anti-CD3 seguido pelo tratamento com H2L5
soluvel ou anticorpo Fc de H2LS5 desativado a (10 pug/mL) (controle de
isétipo vs. H2L5 *P = 0,0166, t = 3,966 df = 4), (H2LS5 vs. Fc de H2L5
desativado *P = 0,0158, t = 4,022 df = 4) (D) As células T isoladas
cultivadas com e sem mondcitos do mesmo doador seguido pelo tratamento

com H2LS5 soluvel ou Fc de H2LS5 desativado a (10 pug/mL) +/- anti-CD32
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ou anticorpo de bloqueio de Fc por 4 dias. (#) ***P = 0,0009, t = 8,734 df
=4, ($) **P = 0,0031, t = 6,405 df = 4, (&) *P = 0,0389, t = 3,026 df = 4,
(@) controle de isétipo vs. H2LS **P = 0,0027, t = 6,612 df = 4, H2LS vs.
Fc de H2L5 desativado *P = 0,0239, t = 3,544 df = 4, H2L5 (controle) vs.
H2L5 (anti-CD32) **P = 0,0066, t = 5,184 df = 4, H2LS5 (anti-CD32) vs.
H2L5 (bloqueio de Fc) **P = 0,0013, t = 8,047 df = 4 e H2L5 (controle)
vs. H2LS (bloqueio de Fc) *P = 0,0446, t = 2,889 df = 4. (E, F) As células
T humanas pré-estimuladas com anti-CD3 por 48 horas e adicionadas a
uma cocultura com DC humano. H2L5 IgG4PE rotulado com
AlexaFlour488 adicionado a 3 ug/ml as coculturas em gelo e depois
movidas para 37° C para pontos de tempo indicados. As setas indicam as
células T ativadas em resposta ao tratamento com H2LS5, polarizagdo e
mobilizacdo para as células dendriticas adjacentes. Os dados
representativos dos tr€s experimentos separados realizados usando
diferentes células doadoras.

[0022] A FIG. 18: H2L5 induz um fenétipo EM e atividade
antitumoral em um modelo de camundongo humanizado.

(A) Quantificacdo de células CD45"CD3* humanas no
tratamento H2L5 com sangue de camundongos como comparado ao
controle de isétipo IgG4PE (****P = <0,0001, F = 33,57, df = 24) (B)
Quantificacdo das células CD45*CD3*CD69* humanas do H2L5 do sangue
de camundongos (1,2 mg/kg ) vs. controle de isétipo IgG4PE (*P = 0,0119,
F = 4,179, df = 24) (C) Porcentagem de CD4* Tem (0,04 mg/kg **P =
0,0038, 0,4 mg/kg ***P = 0,0002, 1,2 mg/kg ***P = 0,0005, F = 8,172, df
= 20. Isto é equivalente a 0,8, 8 e 24 ug por camundongo, respectivamente.
(D) CD8" Thave/TtEMra de memoria efetora terminalmente diferenciada
(0,004 mg/kg **P = 0,0036, 0,04 mg/kg e 0,4 mg/kg ****P = <0,0001, 1,2
mg/kg **P = 0,0072, F = 13,78, df = 20) no baco de camundongos (E). A

porcentagem de ICOS+ ou células PD-1+ T em camundongos
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subcutaneamente implantadas com o tumor A549 e identificadas usando-se
IgG4 de camundongo anti-humano PE conjugado por citometria de fluxo.
(F) A razdo das células CD8/T., nos tecidos tumorais integrais (QG)
volumes tumorais HCT116 no dia 13 (0,04 mg/kg) *P = 0,0273, (0,4
mg/kg) *P =0,0432, F = 2,788, df = 36 (H) volumes tumorais A549 no dia
21 (0,4 mg/kg) *P = 0,0056, F = 3,906, df = 36 (i) curva de sobrevivéncia
Kaplan-Meier de camundongos NSG enxertados com PBMC humano com
tumores A549 (A-I) linhas horizontais representam os valores médios, as
barras de erro representam a faixa interquartil. Todos os testes estatisticos
foram ANOVA de via unica.

[0023] FIG. 19: O isétipo de ICOS mAb de murinos influencia a
eficdcia em tumores singenéicos.

(A) as representacoes graficas de Kaplan-Meier de
camundongos com tumores singenéicos murinos (A) EMT6, CT26 murino
(B) tratados com as doses indicadas (5, 100 ou 200 ug correspondendo a
0,5, 5 e 10 mg/Kg respectivamente das versdes de IgGl ou IgG2a de
murino do anticorpo 7E,17G9 duas vezes por semanas por 3 semanas ou
controle de 1s6tipo (200 pg ou 10 mg/kg). Os resultados sdo representativos
de dois experimentos repetidos. Cada simbolo representa um camundongo
individual. As linhas horizontais representam os valores médios, as barras
de erro representam a faixa interquartil. Todos os testes estatisticos foram
ANOVA de via unica, seguido pelos comparadores de tratamento
especifico. (C) a razdo de CD8"/T., em tumores EMT6 ou CT26
determinados no tamanho de tumor 100 mm?®; (D) A porcentagem de
células ICOS+ CD4, CD8 e T, em tumores (circulos fechados) ou bacos
(circulo abertos) de camundongos implantados com tumores EMT6; MFI
de ICOS em células CD8, CD4 e T, em tumores (circulos fechados) ou
baco (circulo abertos) em camundongos implantados com tumores (E)

CT26 ou (F) EMT6 em tamanhos de tumores de 100 mm?. (G) Histograma
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da representacdo grafica do fluxo representativo comparando a MFI da
expressdo de ICOS em CD4, CD8 e Ty, isoladas de tumores EMT6 e
CT26; (H) o numero absoluto clones TCR expandidos no sangue do pds-
tratamento com anti-ICOS 7E,17G9 que também foram encontrados no
tumor EMT6 (10 pg *P =0,0173 € 100 pg *P = 0,0483; F = 3,269 df = 28).
[0024] FIG. 20: Avaliacdo da expressao de ICOS em diferentes
tipos de cé€lulas em canceres humanos. (A) Expressao de ICOS, ICOS-L e
PD-L1 em diferentes tipos de tumores classificados pela expressdo de
ICOS do banco de dados de TCGA. (B) A expressao das células de ICOS+
pelo plex IHC unico e a correlagdo com a expressdao de PD-L1, PD-1, CD4,
CD8, FOXP3 e CD3 em NSCLC. (C)% das células CD45+ que sdao CD3+,
células B, mondcitos, células NK, macrofagos, células dendriticas em
tumores desagregados de diferentes tipos de tumores soélidos. Tridngulo
so6lido = NSCLC (6) Circulo sélido = CRC (4) Diamante sélido = Bexiga
(2) Quadrado sdlido = Cabeca/Pescoco (1) Triangulo aberto = RCC (4)
Circulo aberto = Endometrial (2) Diamante aberto = Préstata (1) Quadrado
aberto = Tireoide (1). (D) A porcentagem de CD3+CD8+,
CD3+CD4+Foxp3+ (Twg) € a razdo de CD3+, CD8+: CD3+CD4+Foxp3
em diferentes tipos de tumores. A linha horizontal mostra a média. (E) A
quantificacdo da co-expressdo das células CD3+PD-1+I1COS+ nas bidpsias
tumorais obtidas de diferentes tipos tumorais por IHC multiplexo. (F) O
IHC multiplexo de uma amostra tumoral de cabeca e pesco¢co FFPE co-
tingida para CD3, PD-1 e ICOS (G) Heatmap sumarizando os genes
diferencialmente expressados nas células T humanas purificadas tratadas
com H2LS5 mais mAb anti-CD3 comparado ao anti-CD3 sozinho como
determinado pela andlise pelo Sistema NanoString nCounter usando o
painel PanCancer-Immune humano (N = 6 doadores). (H) A expressdo dos
genes muda (aumento de dobra) comum entre anti-CD3 (0,6 ug/mL) mais

células T humanas ativadas H2LL5 (10 ug/mL) T (n = 6 doadores) e tumores
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transplantdveis EMT6 murinos depois do tratamento substituto anti-ICOS
(7E,17G9 IgG2b de rato).
[0025] FIG. 21: mAb agonista de ICOS induz a expressao de PD-
1/PD-L1 e aumenta a atividade anti-PD-1

(A) Quantificagcao da expressao de RNA de PD-L1 (CD274)
(10 pg *P =0,0137 e 100ug *P = 0,0374; F = 5,175 df = 10) e (B) PD-1
(Pdcdl) (10 pg *P =0,0194 e 100 pg P = 0,1626; F = 3,911 df = 10) em
EMT6 apds os tratamentos indicados. Cada simbolo representa uma
amostra de camundongo individual, as linhas horizontais representam os
valores médios, as barras de erro representam a faixa interquartil. Todos os
testes estatisticos foram ANOVA de via unica com os dados de raiz
quadrada transformados para estabilizar as diferencas (C) Porcentagem de
células T CD4"PD-1* e CD8*PD-1* apés o tratamento com controle de
1sotipo ou H2LS5 a 10 pug/mL por 72 horas em PBMC de pacientes com
cancer CD4* *P = 0,0128, t = 3,026 df = 10; CD8* **P = 0,005, t = 3,548,
df = 10. O teste em t de duas caudas emparelhado (D). Porcentagem de
CD4+ ICOS+ em NSCLC ou pacientes com melanoma pré- e pds-PD-1
terapia (pembrolizumab ou nivolumab) comparado com os pacientes
sauddveis. (E) Camundongos com tumores EMT6 tratados com IgGl
TE,17G9 (10 pg equivalente a 0,5 mg/kg), anti-PD-1 (200 pug equivalente a
10 mg/kg) ou a combinacdo de 7E,17G9 e anti-PD-1 concomitantemente
dosados, duas vezes por semana por 3 semanas. (N = 10 por grupo de
tratamento) (F) volume de tumor A549 em camundongos NSG
reconstituido com PBMC humano e tratado com H2L5 a 0,8 ug de
camundongo equivalente a 0,04 mg/kg, i1s6tipo 0,8 ug equivalente a 0,04
mg/kg ou anti-PD-1 (pembrolizumab/Keytruda) 100 ug equivalente a 5
mg/kg ou a combinagdo de ambos os anticorpos. (G) A quantificacdo de
IFN-y dos tumores dos pacientes NSCLC disseminados tratados com anti-

CD3 e H2L5 (10 pug/mL) por 24 horas. (#) **P = 0,0100 ($) ****P =
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<0,0001 (&) ***P = 0,002, F = 15,8, df = 20. As linhas horizontais
representam os valores médios, as barras de erro representam a faixa
interquartil (H) o ensaio de MLR avaliando ICOS + pembrolizumab vs.
ICOS **P = 0,0036, [gG4PE ICOS + pembrolizumab vs. pembrolizumab
P = 0,0090, ICOS + pembrolizumab vs. 2x IgG4PE ***P = 0,0009, F =
7,324, df = 10. As barras representam a média da medic¢do de triplicata e as
barras de erro representam o desvio padrao (C-E). Todos os testes
estatisticos foram ANOVA de uma via).

[0026] FIG. 22: H2L5 de ligacdo ao epitopo IgG4PE (A) Um
ensaio de competicdo ICOS-L por MSD demonstra que H2L5 1gG4PE
parcialmente compete com ICOS-L pela ligacdo ao receptor de ICOS
humano. (B) As células T ativadas foram incubadas com diferentes
concentragdes de ICOS-L recombinante (R&D systems) e depois incubadas
com H2L5 e MFI de ICOS células CD4+ e CD8+ determinados por
citometria de fluxo.

[0027] A FIG. 23: H2L5IgG4PE causa um aumento dependente da
dose (A) na produgdo de citocina IFNy, IL-17, IL-10, IL-4, IL-13, IL-5, IL-
2, IL-6, TNFa medida por MSD (B) marcador de ativagao OX40, CD25 e
CD69 nas células T CD4 e CD8. PBMC foram cultivadas por 48 horas com
anti-CD3 (0,6 pg/ml) e diferentes concentracdes de H2LS5IgG4PE ou
controle de is6tipo e os sobrenadantes coletados para a andlise de citocina e
células para a citometria de fluxo.

[0028] FIG. 24: H2L5 induz o aumento dependente da
concentragdo na produgdo de citocina das suspensdes de célula tumoral
desagregada dos pacientes com diferentes canceres. As suspensdes de
células tumorais desagregadas foram cultivadas com H2L5IgG4PE unido a
placa ou controle de is6tipo na presenca ou auséncia de anti-CD3 apos 6
dias de estimulo in vitro com anti-CD3 unido a placa (0,6 ug/mL) e IL2
(100 ng/mL) seguido pela andlise de (A) IL17,(B) IL10, (C) ILS5, (D)
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citocinas IL13 nos sobrenadantes por MSD.

[0029] A FIG. 25: H2L5 induz os aumentos dependentes da
concentracao em porcentagem de (A) CD8+LAG3 +, p < 0,005 pelo Anova
de Via Unica (B) CD8+ PD-1+, (C) células ICOS L + e (D) (CD4+, CD25+
Foxp3+) p < 0,05 por Anova de Via Unica das suspensdes de células
tumorais desagregadas de diferentes pacientes com cancer. As suspensoes
de células tumorais desagregadas foram cultivadas com H2L5 de ligacdo de
placa (ICOS) IgG4PE ou controle de is6tipo na presenca ou auséncia de
anti-CD3 apds 6 dias de estimulo in vitro com anti-CD3 de ligacdo em
placa (0,6 ug/mL) e IL-2 (100 ng/mL) seguido pela citometria de fluxo.
Linha pontilhada = CD3 + 10 pg/mL de is6tipo IgG4. As barras horizontais
representam a média.

[0030] FIG. 26: IgG1 de H2LS induz a via de sinalizacdo do FcyR
de ativacao principal (FcyRIIIa) responsavel por ADCC em humanos. (A)
Tratamento das células efetoras Jurkat-FcyRIITA-NFAT-luciferase e
células T CD4* humanas primdrias em uma razao de 6:1 com H2L5 soltvel
de variantes de is6tipos por 6 horas. Um anticorpo anti-CD52 conhecido
induzir o exterminio da célula T mediado por ADCC foi incluido como um
Tratamento de controle positivo (B) das células efetoras Jurkat-FcyRIITA-
NFAT-luciferase e tumor ex vivo humano primério purificado derivado de
CD4, CDS8 e Tregs em uma razdo de 6:1 com IgG1 de H2L5 solivel para
uma mudanca de dobra de 6 horas na inducdo de luciferase produzida pelas
células efetoras de Jurkat-FcyRIIIA-NFAT-luciferase com relagdo ao
controle de 1s6tipo.

[0031] A FIG. 27: H2LS5 causa a ligacdo dependente de dose ao
ICOS que expressam as células T no sangue e tumor. A porcentagem de
células T ICOS+ ou PD-1+ no sangue integral (A) e tecidos tumorais (B)
dentro de cada grupo, 48 horas apos a 4* dose identificada usando PE de

IgG4 de camundongo anti-humano conjugada por citometria de fluxo. As
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barras representam os valores médios para cada grupo.

[0032] FIG. 28: Caracteriza¢cdo de um anticorpo agonista de ICOS
anti-murino. O anticorpo agonista de ICOS anticamundongo (7E,17G9)
induz a producdo de IFNy em esplendcitos de camundongo disseminados
cultivados ex vivo por 60 horas.

[0033] FIG. 29: Crescimento de Tumor (A) EMT6 ou (B) CT26
tumores de murinos singenéicos tratados com doses de 10 (0,5 mg/kg), 100
(5 mg/kg) ou 200 pg (10 mg/kg) de variantes de IgG1 ou Ig2a de murino
de anticorpo 7E,17G9 ou controle de isétipo (200 pg (10 mg/kg) duas
vezes por semana durante 3 semanas. *(numero) indica o numero
camundongos com tumores minimamente detectaveis ou ndo detectaveis no
ponto final do estudo.

[0034] FIG. 30:% das células ICOS+ dentro das populagdes de
CD4, CD8 e Treg em tumores (circulos fechados) e bagos (circulo abertos)
de camundongos carregando tumores CT26 com ~100 mm?.

[0035] FIG. 31: (A) nimero absoluto de clones TCR contraidos no
sangue pos-tratamento com anticorpo Anti-ICOS 7E17G9 no com relagao
ao sangue do pré-tratamento (10 ug *P = 0,0327 e 100 pg *P = 0,0497; F =
3,033 df = 28) (B) nimero absoluto de clones de TCR expandidos no
sangue pos-tratamento com relacdo ao sangue pré-tratamento (10ug P =
0,0975 e 100 ug P =0,1915; F = 1,958 df = 28) (C) A estimativa da fracdo
de célula T média vs capacidade de clonagem produtiva média.

[0036] FIG. 32: Expressdao de células positivas de ICOS em
NSCLC, cancer de mama e CRC através da detec¢cdo Imunohistoquimica
IHC de ICOS em cancer de pulmao de célula nio pequena (NSCLC),
cancer de mama (BrCA) TNBrCa, e cancer colorretal (CRC), usando um
clone SP98 de CD278 Monoclonal de anticorpo de coelho anti-humano
(Spring Biosciences). O ensaio foi realizado em Leica Bond RX com

reagentes de plataforma associados. DAB (3, 3’-diaminobenzidina) foi
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usado para a deteccdo de alvo. As sec¢Oes foram contratingidos com
Hematoxilina (Todas as barras em escala = 20 um).

[0037] FIG. 33: As mudangas nos niveis de citocina do doador
humano PBMC em resposta ao tratamento com anti-CD3 mais o controle
de is6tipo ou H2L5 anticorpo IgG4PE a 12,5 ug/mL.

[0038] FIG. 34: Inducdo de Citocina de PBMC dos pacientes de
NSCLC ap6s o tratamento com controle de is6tipo ou anticorpo IgG4PE de
H2L5 a 10 pg/ml por 72 horas.

[0039] FIG. 35: Afinidade de ligacdo de diferentes variantes de
isétipo de anticorpo H2LL5 humanizado para FcgR humano.

[0040] FIG. 36: Afinidade de ligacdo de diferentes variantes do
1sotipo 7E-17G9 ao FcR murino.

[0041] FIG. 37: Expressao de mRNA das células positivas para
ICOS em diferentes patologias tumorais de TCGA.

[0042] FIG. 38: Mudancgas de expressdao de gene com tratamento
anti CD3 + H2L5 comparado ao CD3 sozinho nas células T humanas como
medido por Nanostring.

SUMARIO DA INVENCAO

[0043] Em um aspecto, a presente invencdo prové métodos para
tratar o cancer em um paciente em necessidade deste compreendendo
administrar ao paciente uma quantidade eficaz de um agente direcionado a
ICOS humana e uma quantidade eficaz de um agente direcionado ao PD1
humano ou PD-L1 humano sequencialmente, em que a administracdo do
agente direcionado ao ICOS humano € seguido pela administragdo do
agente direcionado ao PD1 humano ou PD-L1 humano. Em uma
modalidade, o agente direcionado ao ICOS humano € um agonista de
ICOS. Em uma modalidade, o agente direcionado ao PD1 humano ou PD-
L1 humano é um antagonista de PD1.

[0044] Em um aspecto, a presente invencdo prov€ um anticorpo
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anti-ICOS ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste e um anticorpo anti-
PDI1 ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste para o uso sequencial no
tratamento do cancer em um ser humano em necessidade deste, em que a
administracdo dos anticorpos anti-ICOS ou fragmento de ligacdo ao
antigeno deste € seguido pela administracdo dos anticorpos anti-PD1 ou
fragmentos de ligacdo ao antigeno deste. Em uma modalidade, os
anticorpos anti-PD1 ou fragmentos de ligacdo ao antigeno destes € um
antagonista de PD1. Em uma modalidade, os anticorpos anti-ICOS ou
fragmentos de ligacdo aos antigenos destes € um agonista de ICOS.

[0045] Em um aspecto, a presente invencdo prov€ um anticorpo
anti-ICOS ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste e um anticorpo anti-
PD-L1 ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste para o uso sequencial no
tratamento do cancer em um ser humano em necessidade deste, em que a
administracdo dos anticorpos anti-ICOS ou fragmentos de ligacdo ao
antigeno deste € apds a administracdo do anticorpo anti-PD-L1 ou
fragmento de ligacdo ao antigeno deste. Em uma modalidade, o anticorpo
anti-PDL1 ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste € um antagonista de
PDI. Em uma modalidade, os anticorpos anti-ICOS ou fragmentos de
ligacao ao antigeno destes € um agonista de ICOS.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

DEFINICOES

[0046] Como aqui usado “ICOS” significa qualquer proteina
coestimuladora da célula T induzivel. Os pseudonimos para os ICOS
(coestimulator da célula T induzivel) incluem AILIM; CD278; CVIDI,
JTT-1 ou JTT-2, MGC39850, ou 8F4. ICOS ¢é uma molécula
coestimuladora da superfamilia CD28 que é expressada nas células T
ativadas. A proteina codificada por este gene pertence a familia receptora
de superficie celular CD28 e CTLA-4. Esta forma homodimeros e

desempenha um papel importante na sinalizacdo de célula-c€lula, respostas
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imunes, e regulacdo da proliferacdo celular. A sequéncia de aminoédcidos da
ICOS humana (isoforma 2) (No de aquiescéncia.: UniProtKB - Q9Y6WS-
2) € mostrada abaixo como SEQ ID NO:9.
MKSGLWYFFLFCLRIKVLTGEINGSANYEMFIFHNGG
VQILCKYPDIVQQFKMQLLKGGQILCDLTKTKGSGNTVSIKSLKFC
HSQLSNNSVSFFLYNLDHSHANY YFCNLSIFDPPPFKVTLTGGYLHI
YESQLCCQLKFWLPIGCAAFVVVCILGCILICWLTKKM (SEQ ID
NO:9)
[0047] A sequéncia de aminodcidos da ICOS humana (isoforma 1)

(No. de aquiescéncia: UniProtKB - Q9Y6W8-1) é mostrada abaixo como

SEQ ID NO:10.

MKSGLWYFFL  FCLRIKVLTG  EINGSANYEM
FIFHNGGVQI LCKYPDIVQQ

FKMQLLKGGQ ILCDLTKTKG SGNTVSIKSL
KFCHSQLSNN SVSFFLYNLD

HSHANYYFCN LSIFDPPPFK VTLTGGYLHI
YESQLCCQLK FWLPIGCAAF

VVVCILGCIL ICWLTKKKYS SSVHDPNGEY
MFMRAVNTAK KSRLTDVTL

(SEQ ID NO: 10)
[0048] A ativacdo dos ICOS ocorre através da ligacao por ICOS-L
(B7RP-1/B7-H2). Nem B7-1 nem B7-2 (ligantes para CD28 e CTLA4)
ligam ou ativam a ICOS. Contudo, a ICOS-L foi mostrada ligar fracamente
tanto a CD28 quanto a CTLA-4 (Yao S et al., “B7-H2 is a costimulatory
ligand for CD28 in human”, Immunity, 34(5); 729-40 (2011)). A expressao
dos ICOS parece ser restrita as células T. Os niveis de expressao de ICOS
variam entre diferentes subconjuntos de célula T e no estado da ativagdo da
célula T. A expressdo de ICOS foi mostrada no teste das células TH17, T

auxiliares foliculares (TFH) e T reguladoras (Treg); contudo, diferente de
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CD28; esta ndo € altamente expressada nas populacdes ing€nuas das
células T efetoras Tyl e Ty2 (Paulos CM et al., “The inducible
costimulator (ICOS) is critical for the development of human Th17 cells”,
Sci Transl Med, 2(55); 55ra78 (2010)). A expressao de ICOS € altamente
induzida nas células T efetoras CD4+ e CD8+ apods a ativagao através do
encaixe de TCR (Wakamatsu E, et al., “Convergent and divergent effects
of costimulatory molecules in conventional and regulatory CD4+ T cells”,
Proc Natal Acad Sci EUA, 110(3); 1023-8 (2013)). A sinalizagdo co-
estimuladora sinalizando através do receptor de ICOS apenas ocorre nas
células T que recebem um sinal de ativacdo TCR simultaneo (Sharpe AH
and Freeman GJ. “The B7-CD28 Superfamily”, Nat. Rev Immunol, 2(2);
116-26 (2002)). Nas células T especificas ao antigeno ativadas, o ICOS
regula a producao tanto das citocinas tanto Tyl quanto Ty2 incluindo IFN-
v, TNF-a, IL-10, IL-4, IL-13 e outros. O ICOS também estimula a
proliferacdo da célula T efetora, embora a um menor grau do que CD28
(Sharpe AH and Freeman GJ. “The B7-CD28 Superfamily”, Nat. Rev
Immunol, 2(2); 116-26 (2002)). Anticorpos para ICOS e os métodos de
usar estes no tratamento da doenca sdo descritos, por exemplo, na
W02012/131004, US20110243929, e US20160215059. A
US20160215059 € aqui incorporada por referéncia. As CDRs para
anticorpos murinos aos ICOS humanos tendo atividade agonista sdo
mostradas na PCT/EP2012/055735 (WO 2012/131004). Os anticorpos para
os ICOS também sdo divulgados na WO 2008/137915, WO 2010/056804,
EP 1374902, EP1374901, e EP1125585. Os anticorpos agonistas para 0s
ICOS ou proteinas que ligam aos ICOS sdo divulgados em
W02012/13004, WO0O2014/033327, W0O2016/120789, US20160215059, e
US20160304610. Os anticorpos exemplares na US2016/0304610 inclui
37A10S713. As sequéncias de 37A10S713 sao reproduzidas abaixo como
SEQ ID NOS: 14-21.
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[0049] Cadeia pesada de regido variavel37A10S713:
EVQLVESGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS
DYWMDWVRQA PGKGLVWVSN IDEDGSITEY SPFVKGRFTI
SRDNAKNTLY LQMNSLRAED TAVYYCTRWG RFGFDSWGQG
TLVTVSS (SEQ. ID NO:14)
[0050] Regido varidvel de cadeia leve 37A10S713:
DIVMTQSPDS LAVSLGERAT INCKSSQSLL
SGSENYLTWY  QQKPGQPPKL LIFYASTRHT GVPDRFSGSG
SGTDFTLTIS SLQAEDVAVY YCHHHYNAPP TFGPGTKVDI K (SEQ.

ID NO:15)
37A10S713 Vy CDR1: GFTFSDYWMD (SEQ.ID NO:16)
37A10S713 Vy CDR2: NIDEDGSITEYSPFVKG (SEQ. ID
NO: 17)
37A10S713 Vy CDR3: WGRFGFDS (SEQ. ID. NO: 18)
37A10S713 Vi CDR1: KSSQSLLSGSENYLT (SEQ. ID
NO: 19)
37A10S713 VL, CDR2: YASTRHT (SEQ. ID NO: 20)
37A10S713 Vi, CDR3: HHHYNAPPT (SEQ. ID NO: 21)
[0051] Por “agente direcionado ao ICOS” € intencionado significar

qualquer composto quimico ou molécula bioldgica capaz de ligar ao ICOS.
Em algumas modalidades, o agente direcionado ao ICOS € uma proteina de
ligacdo ao ICOS. Em algumas outras modalidades, o agente direcionado ao
ICOS € um agonista de ICOS.

[0052] O termo “proteina de ligacdo ao ICOS” como aqui usado se
refere aos anticorpos e outras construgdes proteicas, tais como dominios,
que sao capazes de ligar ao ICOS. Em alguns exemplos, o ICOS é um
ICOS humano. O termo “proteina de ligacdo ao ICOS” pode ser usado
permutavelmente com “proteina de ligacdo ao antigeno de ICOS.” Deste

modo, como € entendido na técnica, os anticorpos anti-ICOS e/ou proteinas
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de ligacdo ao antigeno de ICOS seriam considerados proteinas de ligacao
de ICOS. Como aqui usado, a “proteina de ligacdo ao antigeno” € qualquer
proteina, incluindo, mas ndo limitado aos anticorpos, dominios e outros
construtos aqui descritos, que liga a um antigeno, tal como ICOS. Como
aqui usado “por¢do de ligacdo ao antigeno” de uma proteina de ligacao a
ICOS incluiria qualquer porcdo da proteina de ligacao de ICOS capaz de
ligar a ICOS, incluindo, mas ndo limitado a, um fragmento de anticorpo de
ligacao ao antigeno.

[0053] Em uma modalidade, os anticorpos de ICOS da presente
invencdo compreendem qualquer uma ou uma combinacdo das seguintes
CDRs:

CDRHI1: DYAMH (SEQ ID NO:1)

CDRH2: LISTYSDHTNYNQKFQG (SEQ ID NO:2)

CDRH3: NNYGNYGWYFDYV (SEQ ID NO:3)

CDRLI1: SASSSVSYMH (SEQ ID NO:4)

CDRL2: DTSKLAS (SEQ ID NO:5)

CDRL3: FQGSGYPYT (SEQ ID NO:6)

[0054] Em algumas modalidades, os anticorpos anti-ICOS da
presente invencdo compreendem uma cadeia pesada de regido varidvel
tendo pelo menos 90% de identidade de sequéncia a SEQ ID NO:7.
Adequadamente, as proteinas de ligacdo aos ICOS da presente invengao
podem compreender uma cadeia pesada de regido varidvel tendo cerca de
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, ou 100% de 1dentidade de sequéncia para a SEQ ID NO:7.
Regido Variavel (H2) da Cadeia pesada humanizada (Vp):

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV SCKASGYTFT
DYAMHWVRQA PGQGLEWMGL ISIYSDHTNY NQKFQGRVTI
TADKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCGRNN YGNYGWYFDV
WGQGTTVTVS S
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(SEQ ID NO:7)

[0055] Em uma modalidade da presente invenc¢ao o anticorpo de
ICOS compreende CDRL1 (SEQ ID NO:4), CDRL2 (SEQ ID NO:5), e
CDRL3 (SEQ ID NO:6) na regidao variavel de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO:8. As proteinas de
ligacdo ao ICOS da presente invencdao compreendendo a regido variavel de
cadeia leve humanizada apresentada na SEQ ID NO:8 sdo indicadas como
“L5.” Deste modo, uma proteina de ligagdo ao ICOS da presente invengao
compreende a cadeia pesada de regido variavel da SEQ ID NO:7 e a regiao
variavel de cadeia leve da SEQ ID NO:8 pode ser aqui indicada como
H2L5.

[0056] Em algumas modalidades, as proteinas de ligacdo ao ICOS
da presente invencdo compreendem uma regido varidvel de cadeia leve
tendo pelo menos 90% de identidade de sequéncia para a sequéncia de
aminodcidos apresentada na SEQ ID NO:8. Adequadamente, as proteinas
de ligacdo ao ICOS da presente inven¢do podem compreender uma regiao
variavel de cadeia leve tendo cerca de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% de identidade
de sequéncia para a SEQ ID NO:8.

Regido Variavel (L5) da Cadeia Leve Humanizada (Vi)

EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCSASSSVS
YMHWYQQKPG QAPRLLIYDT SKLASGIPAR FSGSGSGTDY
TLTISSLEPE DFAVYYCFQG SGYPYTFGQG TKLEIK (SEQ ID NO:8)
[0057] As CDRs ou unidades de ligacdio minimas podem ser
modificadas em pelo menos uma substitui¢do, exclusdo ou adi¢do de
aminodcido, em que a proteina de ligacdo variante ao antigeno
substancialmente retém as caracteristicas biologicas da proteina ndo
modificada, tal como um anticorpo compreendendo a SEQ ID NO:7 e SEQ
ID NO:8.
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[0058] Serd apreciado que cada um de CDR HI1, H2, H3, L1, L2,
L3 pode ser modificado sozinho ou em combinacdo com qualquer outra
CDR, em qualquer outra permutacdo ou combinacdao. Em uma modalidade,
um CDR € modificado através da substitui¢ao, exclusao ou adi¢ao de até 3
aminodcidos, por exemplo, 1 ou 2 aminodcidos, por exemplo, 1
aminodcido. Tipicamente, a modificacio € uma substituicdo,
particularmente, uma substituicdo conservativa, por exemplo, como

mostrado na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1
Cadeia Lateral Membros
IHidrofébica Met, Ala, Val, Leu, Ile
IHidrofilica neutra Cys, Ser, Thr
Acida Asp, Glu
IBasica Asn, Gln, His, Lys, Arg
Residuos que influenciam a orientacdo de cadeia |Gly, Pro
IAromatica Trp, Tyr, Phe
[0059] A subclasse de um anticorpo, em parte determina as fungdes

efetoras secunddrias, tais como ativacdo de complemento ou ligacdo ao
receptor de Fc (FcR) e citotoxicidade celular dependente do anticorpo
(ADCC) (Huber, et al., Nature 229(5284): 419-20 (1971); Brunhouse, et
al., Mol Immunol 16(11): 907-17 (1979)). Na identificacdo do tipo 6timo
de anticorpo para uma aplicacdo particular, as funcdes efetoras dos
anticorpos podem ser levadas em consideracdo. Por exemplo, os anticorpos
hIgG1 t€ém uma meia vida relativamente longa, sdo muito eficazes em fixar
um complemento, e estes ligam tanto a FcyRI quanto a FcyRII. Ao
contrério, os anticorpos IgG4 humanos t€ém uma meia vida mais curta, ndo
fixam o complemento e t€m uma afinidade inferior para as FcRs. A
substitui¢ao da serina 228 com um prolina (S228P) na regido Fc da IgG4
reduz a heterogeneidade observada com hlgG4 e estende a meia vida do
soro (Kabat, et al., “Sequences of proteins of immunological interest”
S.sup.? Edicdao (1991); Angal, et al., Mol Immunol 30(1): 105-8 (1993)).

Uma segunda mutagdo que substitui a leucina 235 com um acido glutdmico
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(L235E) elimina a ligacdo de FcR residual e atividades de ligacdo
complementares (Alegre, et al., J Immunol 148(11): 3461-8 (1992)). O
anticorpo resultante com ambas as mutagdes € indicado como IgG4PE. A
numeracdo dos aminodcidos hlgG4 foi derivada da referéncia de
numeracdo EU: Edelman, G.M. et al., Proc. Natl. Acad. EUA, 63, 78-85
(1969). PMID: 5257969. Em uma modalidade da presente invencdo o
anticorpo de ICOS € um is6tipo de IgG4. Em uma modalidade, o anticorpo
de ICOS compreende uma regido Fc de IgG4 compreendendo a
substituicao S228P e L.235E pode ter a indicacdo IgG4PE.

[0060] Como aqui usado “ICOS-L” e “ligante de ICOS” sao usados
permutavelmente e se referem ao ligante natural de ligacdo a membrana de
ICOS humano. O ligante de ICOS € uma proteina que em seres humanos €
codificada pelo gene ICOSLG. ICOSLG também foi indicado como CD275
(cluster de diferenciacdo 275). Os pseuddnimos para ICOS-L incluem
B7RP-1 e B7-H2.

[0061] Como aqui usado, um “agente direcionado ao PD-1" ou
“agente direcionado ao PDI1” significam qualquer composto quimico ou
molécula biolégica capaz de ligar ao PD1. Em algumas modalidades, o
agente direcionado ao PD1 € um antagonista de PD1.

[0062] O termo “‘proteina de ligacao ao PD1” ou “proteina que liga
ao PD-1” como aqui usado se refere aos anticorpos e outras formagdes de
proteina, tais como dominios, que sao capazes de ligar ao PD1. Em alguns
exemplos, o PD1 é PDlhumano. O termo “proteina que liga ao PD1” pode
ser usado permutavelmente com a “proteina de ligacdo ao antigeno PD1.”
Deste modo, como € entendido na técnica, os anticorpos anti-PD1 e/ou
proteinas de ligacdo aos antigenos PD1 seriam considerados proteinas de
ligacdo ao PDI1. Como aqui usado, “proteina de ligacdo ao antigeno” €
qualquer proteina, incluindo, mas nao limitada aos anticorpos, dominios e

outras formagdes aqui descritas, que ligam a um antigeno, tal como PDI.
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Como aqui usado “porcdo de ligacdo ao antigeno” de uma proteina de
ligacdo ao PDI inclui qualquer por¢do da proteina de ligagao ao PD1 capaz
de ligar ao PD1, incluindo, mas nao limitado a, um fragmento de anticorpo
de ligacao ao antigeno.

[0063] A proteina de Morte Programada 1 (PD-1) € um membro
inibidor da familia CD28 dos receptores, que também inclui CD28, CTLA-
4, ICOS e BTLA. PD-1 € expressado nas células B ativadas, células T, e
células mieldides (Agata et al., supra; Okazaki et al. (2002) Curr. Opin.
Immunol 14:391779-82; Bennett et al. (2003) J Immunol 170:711-8) os
membros iniciais da familia, CD28 e ICOS, foram verficiados através dos
efeitos funcionais no aumento da proliferacdo da célula T apds a adi¢do dos
anticorpos monoclonais (Hutloff er al. (1999) Nature 397:263-266; Hansen
et al. (1980) Immunogenics 10:247-260). PD-1 foi verificado através da
triagem pela expressdo diferencial nas células apoptoticas (Ishida et al.
(1992) EMBO J 11:3887-95) os outros membros da familia, CTLA-4, e
BTLA foram verificados através da triagem para a expressao diferencial
nos linfocitos T citotoxicos e células TH1, respectivamente. CD28, ICOS e
CTLA-4 todos tém um residuo de cisteina ndo emparelhado que permite a
homodimerizacdo. Ao contrario, PD-1 € sugerido existir como um
mondmero, sem o residuo de cisteina ndo emparelhado caracteristico nos
outros membros da familia CD28. Os anticorpos PD-1 e os métodos de uso
no tratamento da doenca sao descritos nas Patente US Nos.: US 7.595.048;
US 8.168.179; US 8.728.474; US 7.722.868; US 8.008.449; US 7.488.802;
US 7.521.051; US 8.088.905; US 8.168.757; US 8,354,509; e Publicagdes
US Nos. US20110171220; US20110171215; e US20110271358. As
combinagdes de anticorpos CTLA-4 e PD-1 sdo descritas na Patente US
No. 9.084.776.

[0064] Em algumas modalidades, o agente direcionado ao PDI1 ¢é

um antagonista de PD1 e bloqueia ligacdo de PD-L1 expressada em uma
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célula cancerosa ao PD-1 expressado em uma célula imune (célula T,
célula B ou célula NKT) e também pode bloquear a ligacdo de PD-L2
expressada em uma célula cancerosa ao PD-1 expressado na c€lula imune.
Os nomes alternativos ou sindonimos para PD-1 e seus ligantes incluem:
PDCDI, PDI1, CD279 e SLEB2 para PD-1; PDCDIL1, PDL1, B7H1, B7-
4, CD274 e B7-H para PD-L1; e PDCDI1L2, PDL2, B7-DC, Btdc e CD273
para PD-L2. A sequéncia de aminodcidos PD-1 humana pode ser
encontrada em NCBI Locus No.: NP_005009. A sequéncia de aminoacidos
em NCBI Locus No.: NP_005009 € reproduzida abaixo:

mqipgapwpv  vwavlglgwr  pgwfldspdr  pwnpptfspa
llvvtegdna tftcsfsnts

esfvinwyrm spsnqtdkla afpedrsqpg qdcrfrvtgl pngrdfhmsv

vrarrndsgt

ylcgaislap kaqikeslra elrvterrae vptahpspsp rpagqfqtlv
vgvvggllgs

Ivllvwvlav icsraargti garrtggplk edpsavpvfs vdygeldfqw
rektpeppvp

cvpeqteyat ivipsgmgts sparrgsadg prsagplrpe dghcswpl
(SEQID NO: 11)
[0065] As sequéncias de aminoicidos PD-L1 e PD-L2 humana
podem ser encontradas em NCBI Locus No.: NP_054862 e NP_079515,
respectivamente.
[0066] A sequéncia de aminoidcidos em NCBI Locus No.:
NP_054862 ¢ reproduzida abaixo:

mrifavfifm tywhllnaft vtvpkdlyvv eygsnmtiec kfpvekqldl
aalivyweme

dkniigfvhg eedlkvghss yrqgrarllkd qlslgnaalq itdvklqdag

vyrcmisygg
adykritvkv napynkingr ilvvdpvtse heltcqaegy pkaeviwtss
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dhqvlsgktt

ttnskreekl  fnvtstlrin  tttneifyct  frrldpeenh  taelvipelp
lahppnerth

lvilgaillc Igvaltfifr Irkgrmmdvk kcgiqdtnsk kqgsdthleet (SEQ
ID NO: 12)
[0067] A sequéncia de aminoidcidos em NCBI Locus No.:

NP_079515 € reproduzida abaixo:
miflllmlsl elglhqiaal ftvtvpkely iiehgsnvtl ecnfdtgshv

nlgaitaslq

kvendtsphr eratlleeql plgkasthip qvqvrdegqy qciiiygvaw
dykyltlkvk

asyrkinthi lkvpetdeve ltcqatgypl aevswpnvsv pantshsrtp
eglyqvtsvl

rlkpppgrf scvfwnthvr eltlasidlq sqmeprthpt wllhifipfc
iiafifiatv

1alrkqlcgk lysskdttkr pvtttkrevn sai (SEQ ID NO: 13)
[0068] Os agentes direcionados ao PD-1 em qualquer um dos

aspectos ou modalidades da presente invenc¢do incluem um anticorpo
monoclonal (mAb), ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste, que
especificamente liga ao PD-1. Em algumas modalidades, o mAb para PD-1
especificamente liga ao PD-1 humano. O mAb pode ser um anticorpo
humano, um anticorpo humanizado ou um anticorpo quimérico, € pode
incluir uma regido constante humana. Em algumas modalidades, a regido
constante humana é selecionada a partir do grupo consistindo nas regioes
constantes IgGl, IgG2, IgG3 e, e nas modalidades preferidas, a regido
constante humana €é uma regido constante IgGl ou IgG4. Em algumas
modalidades, o fragmento de ligacdo ao antigeno € selecionado a partir do
grupo consistindo em fragmentos de Fab, Fab’-SH, F(ab’)2, scFv e Fv.

[0069] Os Exemplos de mAbs que ligam ao PD-1 humano, e uteis
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em varios aspectos e modalidades da presente invencdo, sdo descritos na
Patente US No. 8.552.154; Patente US No. 8.354.509; Patente US No.
8.168.757; Patente US No. 8.008.449; Patente US No. 7.521.051; Patente
US No. 7.488.802; W02004072286; W02004056875; e W0O2004004771.
[0070] Outras proteinas de ligacdo ao PD-1 tteis em qualquer um
dos aspectos e modalidades da presente invengcdao incluem uma
imunoadesina que especificamente liga a PD-1, e de maneira preferivel
especificamente liga ao PD-1 humano, por exemplo, uma proteina de fusao
contendo a por¢ao extracelular ou de ligacao ao PD-1 de PD-L1 ou PD-L.2
fundida a uma regido constante tal como uma regido Fc de uma molécula
de imunoglobulina. Os exemplos de moléculas de imunoadesina que
especificamente ligam ao PD-1 sdo descritos na W02010027827 e
WO02011066342. As proteinas de fusdo especificas uteis como o
antagonista de PD-1 no método de tratamento, medicamentos e usos da
presente invengao incluem AMP-224 (também conhecido como B7-DCIg),
que € uma proteina de fusdo PD-L2-FC e liga ao PD-1 humano.

[0071] OPDIVO/nivolumab € um anticorpo  monoclonal
completamente humano comercializado pela Bristol Myers Squibb
direcionado contra o receptor de superficie de célula humana
imunorreguladora negativa PD-1 (c€lula de morte programada-1 ou morte
programada-1/PCD-1) com atividade de imunopotenciamento. Nivolumab
liga a e bloqueia a ativagdo de PD-1, uma proteina de transmembrana da
superfamilia Ig, através de seus ligantes PD-L1 e PD-L2, resultando na
ativacao das células T e respostas imunes mediadas por célula tumorais ou
patégenos. O PD-1 ativado regula negativamente a ativacao da célula T e a
funcdo efetora através da inibicdo da ativagdo do caminho de P13k/Akt.
Outros nomes para o nivolumab incluem: BMS-936558, MDX-1106, e
ONO-4538. A sequéncia de aminodcidos para nivolumab e os métodos de

uso e fabricacdo sdo descritos na Patente US No. US 8.008.449.
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[0072] KEYTRUDA/pembrolizumab € um anticorpo anti-PD-1
comercializado para o tratamento do cincer no pulmio pela Merck. A
sequéncia de aminoicidos de pembrolizumab e métodos de uso sdo
divulgados na Patente US No. 8.168.757.

[0073] Por “agente direcionado ao PD-L1” € intencionado
significar qualquer composto quimico ou molécula biolégica capaz de ligar
ao PD-L1. Em algumas modalidades, o agente direcionado ao PD-L1 € uma
proteina de ligacdo ao PD-L1.

[0074] O termo “proteina de ligacdo ao PDL1” ou “proteina de
ligacdo ao PD-L1” como aqui usado se refere aos anticorpos e outras
formacoes proteicas, tais como os dominios que sdo capazes de ligar ao
PD-L1. Em alguns exemplos, o PD-L1 € PD1 humano. O termo “proteina
de ligacdo ao PD-L1” pode ser usado permutavelmente com a “proteina de
ligacdo ao antigeno PD-L1.” Deste modo, como € entendido na técnica, os
anticorpos anti-PD-L1 e/ou proteinas de ligacdo ao antigeno PD-L1 seriam
considerados proteinas de ligacdao ao PD-L1. Como aqui usado, “proteina
de ligacdo ao antigeno” € qualquer proteina, incluindo, mas ndo limitado
aos anticorpos, dominios e outras formagdes aqui descritas, que ligam a um
antigeno, tal como PD-L1. Como aqui usado “por¢cdao de ligacdo ao
antigeno” de uma proteina de ligacdo ao PD-L1 incluiria qualquer porcdo
da proteina de ligacdo a PD-L1 capaz de ligar ao PD-L]1, incluindo, mas
nao limitado a, um fragmento de anticorpo de ligacdo ao antigeno.

[0075] Em algumas modalidades, o agente direcionado ao PD-L1 é
um antagonista de PD1 e bloqueia a ligacdo de PD-L1 expressada em uma
célula cancerosa ao PD-1 expressado em uma célula imune (célula T,
célula B ou célula NKT) e também pode bloquear a ligacdo de PD-L2
expressada em uma célula cancerosa ao PD-1 expressado em célula imune.

[0076] O PD-L1 € um membro da familia B7 que € expressado em

muitos tipos celulares, incluindo APCs e células T ativadas (Yamazaki et
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al. (2002) J. Immunol. 169:5538). PD-L1 liga tanto a PD-1 quanto a B7-1.
Ambas as ligacoes de B7-1 expressados na célula T através de PD-L1 e a
ligacdo de PD-L1 expressado pela célula T por B7-1 resultam na inibig¢ao
da célula T (Butte et al. (2007) Immunity 27:111). Também h4 a evidéncia
de que, como outros membros da familia B7, PD-L1 também pode prover
sinais coestimuladores para as células T (Subudhi et al. (2004) J. Clin.
Invest. 113:694; Tamura et al. (2001) Blood 97:1809). PD-L1 (o cDNA de
PD-L1 humano € composto da sequéncia de base mostrada por
EMBL/GenBank Acc. No. AF233516 e o cDNA PD-L1 de camundongo é
composto da sequéncia de base mostrada em NM.sub.--021893) que € um
ligando de PD-1, € expressado nas entdo chamadas células quer apresentam
antigeno (APCs) tais como mondcitos ativados e células dendriticas
(Journal of Experimental Medicine (2000), vol. 19, edi¢ao 7, p 1027-1034).
Estas células apresentam as moléculas de interacdo que induzem uma
variedade de sinais indutivos imunoldgicos para os linfécitos T, e PD-L1 €
uma destas moléculas que induzem o sinal inibidor por PD-1. Foi revelado
que o estimulo do ligando PD-L1 inibiu a ativacdo (proliferacdo celular e
inducdo de varias producoes de citocina) dos linfocitos T que expressam o
PD-1. A expressao de PD-L1 foi confirmada ndo somente em células
imunocompetentes, mas também um certo tipo de linhagens de células
tumorais (linhagens celulares derivadas de leucemia monocitica, linhagens
celulares derivadas de células mamarias, linhagens celulares derivadas de
carcinomas hepaticos, linhagens celulares derivadas de neuroblastos, e
linhagens celulares derivadas de carcinomas de mama) (Nature
Immunology (2001), vol. 2, edicdo 3, p. 261-267).

[0077] Os anticorpos anti-PD-L1 e métodos para fabrica-los sao
conhecidos na técnica. Tais anticorpos ao PD-L1 podem ser policlonais ou
monoclonais, e/ou recombinantes, €/ou humanizados, e/ou completamente

humanos. Os anticorpos PD-L1 estdo em desenvolvimento como agentes
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imunomoduladores para o tratamento de cancer.

[0078] Os anticorpos PD-L1 exemplares sdao divulgados na Patente
US No. 9.212.224; Patente US No. 8.779.108; Patente US No 8.552.154;
Patente US No. 8.383.796; Patente US No. 8.217.149; Publicacdo de
Pedido US No. 20110280877; W02013079174; ¢ W0O2013019906. Os
anticorpos exemplares adicionais para PD-L1 (também indicados como
CD274 ou B7-H1) e métodos para o uso sdo divulgados na Patente US No.
8.168.179; Patente US No. 7.943.743; Patente US No. 7.595.048;
W02014055897; W02013019906; e WO2010077634. Os anticorpos
monoclonais PD-L1 anti-humanos especificos tuteis como um antagonista
de PD-1 no método de tratamento, medicamentos e uses da presente
invencao incluem MPDL3280A, BMS-936559, MEDI4736,
MSB0010718C.

[0079] Atezolizumab € um anticorpo anti-PD-L1 monoclonal
completamente ~ humanizado  comercialmente  disponivel = como
TECENTRIQ. Atezolizumab ¢ indicado para o tratamento de alguns
carcinomas uroteliais localmente avancados ou metastaticos. Atezolizumab
bloqueia a interacdao de PD-L1 com PD-1 e CDg&0.

[0080] Durvalumab (previamente conhecido como MEDI4736) é
um anticorpo humano monoclonal direcionado contra PD-L1. Durvalumab
bloqueia a interacdio de PD-L1 com PD-1 e CDS80. Durvalumab ¢é
comercialmente disponivel como IMFINZI®.

[0081] Os anticorpos para PD-L1 (também indicados como CD274
ou B7-H1) e os métodos para o uso sdo divulgados na Patente US No.
7.943.743; Patente US No. 8.383.796; US20130034559, W0O2014055897,
Patente US No. 8.168.179; e Patente US No. 7.595.048. Os anticorpos PD-
L1 estdio em desenvolvimento como agentes imuno-moduladores para o
tratamento de cancer.

[0082] Como aqui usado o termo ‘“‘agonista” se refere a uma
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proteina de ligacdo ao antigeno incluindo, mas nao limitada a um anticorpo,
que no contato com um receptor de cossinalizacdo causa um ou mais dos
seguintes (1) estimula ou ativa o receptor, (2) intensifica, aumenta ou
promove, induz ou prolonga uma atividade, funcdo ou presenca de um
receptor e/ou (3) intensifica, aumenta, promove ou induz a expressao do
receptor. A atividade agonista pode ser medida in vitro através de varios
ensaios conhecidos na técnica tais como, mas ndo limitado a medicdo da
sinalizacdo celular, proliferacdo celular, marcadores da ativacao da célula
imune, produc¢do de citocina. A atividade agonista também pode ser medida
in vivo através de varios ensaios que medem os pontos finais substitutos,
tais como, mas ndo limitados a medi¢ao da proliferacio da célula T ou
producdo de citocina.

[0083] Como aqui usado, o termo ‘“‘antagonista” se refere a uma
proteina de ligacdo ao antigeno incluindo, mas ndo limitado a um
anticorpo, que no contato com um receptor de co-sinalizagdo causa um ou
mais dos seguintes (1) atenua, bloqueia ou inativa o receptor e/ou bloqueia
a ativacdo de um receptor através do seu ligando natural, (2) reduz, diminui
ou encurta a atividade, fun¢do ou presenca do receptor e/ou (3) reduz,
diminui, anula a expressdao do receptor. A atividade antagonista pode ser
medida in vitro através de varios ensaios conhecidos na técnica tais como,
mas nao limitados a medi¢ao de um aumento ou diminui¢ao na sinalizagao
celular, proliferacdo celular, marcadores da ativacdo da célula imune,
producdo de citocina. A atividade antagonista também pode ser medida in
vivo através de varios ensaios que medem os pontos finais substitutos tais
como, mas nao limitados a medi¢do da proliferacio da célula T ou
producdo de citocina.

[0084] Como aqui usado, o termo “compete em cruzado para a
ligacdo” se refere a qualquer agente tal como um anticorpo que competira

para ligar a um alvo com qualquer um dos agentes da presente invencao. A
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competicao para ligacdo entre dois anticorpos pode ser testada através de
varios métodos conhecidos ne técnica, incluindo a citometria de fluxo,
Descoberta de Meso Escala e ELISA. A ligacdo pode ser medida
diretamente, significando que duas ou mais proteinas de ligacdo podem ser
colocadas em contato com um receptor de co-sinalizacdo e a ligacao pode
ser medida para uma ou outra. Alternativamente, a ligacao ou atracdo de
moléculas podem ser testadas contra a ligacdo ou ligante natural e
quantitativamente comparadas umas com as outras.

[0085] O termo “proteina de ligacdo” como aqui usado se refere
aos anticorpos e outras formagdes proteicas, tais como dominios, que sdao
capazes de ligar a um antigeno.

[0086] O termo “‘anticorpo” € aqui usado no sentido mais amplo
para se referir as moléculas com um dominio semelhante a imunoglobulina
(por exemplo, IgG, IgM, IgA, IgD ou IgE) e inclui os anticorpos
monoclonais, recombinantes, policlonais, quiméricos, humanos,
humanizados, multiespecificos, incluindo os anticorpos biespecificos, e os
anticorpos heteroconjugados; um dominio varidvel simples (por exemplo,
Vi, Van, VL, anticorpo de dominio (dAb®)), fragmentos de anticorpo de
ligacdo ao antigeno, Fab, F(ab’),, Fv, Fv ligado a dissulfeto, Fv de cadeia
unica, scFv ligado a dissulfeto, diacorpos, TANDABS®, etc. e versoes
modificadas de qualquer um dos precedentes.

[0087] Os formatos de anticorpo alternativo incluem armacgoes
alternativas em que a uma ou mais CDRs da proteina de ligacdo ao
antigeno podem ser arranjadas em uma armac¢do ou esqueleto de proteina
que ndao imunoglobulina adequada, tal como um aficorpo, uma estrutura de
SpA, um dominio A da classe do receptor de LDL, um avimero ou um
dominio EGF.

[0088] O termo “dominio” se refere a uma estrutura de proteina

dobrada que retém sua estrutura ternaria independente do resto da proteina.
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Os dominios sdo geralmente responsdveis pelas propriedades funcionais
discretas das proteinas € em muitos casos podem ser adicionados,
removidos ou transferidos a outras proteinas sem a perda da fung¢ao do
restante da proteina e/ou do dominio.

[0089] O termo “dominio de varidvel dnica” se refere a um
dominio de polipeptideo dobrado compreendendo as sequéncias
caracteristicas dos dominios varidveis de anticorpo. Este, portanto, inclui os
dominios varidveis completos de anticorpo, tais como Vy, Van € VL e
dominios varidveis de anticorpo modificados, por exemplo, em que um ou
mais loops foram substituidos pelas sequéncias que ndo siao caracteristicas
dos dominios varidveis de anticorpo, ou dominios varidveis de anticorpo
que foram truncados ou compreendem extensdes N- ou C-terminais, bem
como fragmentos dobrados de dominios varidveis que retém pelo menos a
atividade e especificidade de ligacdo do dominio de comprimento total. Um
dominio varidvel unico é capaz de ligar um antigeno ou epitopo
independentemente de uma regidao ou dominio diferente varidvel. Um
“anticorpo de dominio” ou “dAb®” pode ser considerado 0 mesmo que um
“dominio varidvel unico”. Um dominio varidvel unico pode ser um
dominio variavel humano unico, mas também inclui varios dominios
tinicos de outras espécies tais como dAbs® de roedores, tubardo lixa e Vg
de Camelideo. Vgu de camelideos sdao polipeptideos de dominio de
imunoglobulina varidvel unicos que sdo derivados de espécies incluindo
camelo, lhama, alpaca, dromedério, e guanaco, que produzem anticorpos de
cadeia pesada naturalmente destituidos de cadeias leves. Tais dominios de
Vun podem ser humanizados de acordo com as técnicas padrdo disponiveis
na técnica, e tais dominios sdo considerados ser ‘“dominios variaveis
unicos”. Como aqui usado, 0 Vg inclui os dominios de Vyn de camelideos.
[0090] Um fragmento de ligacdo ao antigeno pode ser fornecido

por intermédio de um arranjo de uma ou mais CDRs nas estruturas
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proteicas que nado anticorpo. “Estrutura Proteica” como aqui usado inclui
mas nao € limitado a uma estrutura de imunoglobulina (Ig), por exemplo,
uma estrutura de IgG, que pode ser um anticorpo de quatro cadeias ou duas
cadeias, ou que pode compreender apenas a regiao de Fc de um anticorpo,
ou que pode compreender uma ou mais regioes constantes de um anticorpo,
cujas regioes constantes podem ser de origem humana ou primata, ou que
pode ser uma quimera artificial das regides constantes humanas e primatas.
[0091] A estrutura proteica pode ser uma estrutura de Ig, por
exemplo, uma estrutura de IgG, ou IgA. A estrutura de IgG pode
compreender alguns ou todos os dominios de um anticorpo (isto €, CHI,
CH2, CH3, Vg, VL). A proteina de ligacdo ao antigeno pode compreender
uma estrutura de IgG selecionada de IgGl, 1gG2, 1gG3, IgG4 ou IgG4PE.
Por exemplo, a estrutura pode ser IgG1. A estrutura pode consistir em, ou
compreender, a regido Fc de um anticorpo, ou € uma parte deste.

[0092] A afinidade € a forca de ligacdo de uma molécula, por
exemplo, uma proteina de ligacdo ao antigeno da invencdo, a uma outra,
por exemplo seu antigeno alvo, em um local de ligagcdo tUnico. A afinidade
de ligacdo de uma proteina de ligacdo ao antigeno ao seu alvo pode ser
determinada através dos métodos de equilibrio (por exemplo, ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA) ou radioimunoensaio (RIA)), ou
cinéticas (por exemplo, andlise BIACORE®). Por exemplo, os métodos
BIACORE® descritos no Exemplo 5 podem ser usados para medir a
afinidade de ligacao.

[0093] A avidez € a soma total da forca de ligacdo de duas
moléculas uma a outra em multiplos locais, por exemplo, levando em
consideracdo a valéncia da interagao.

[0094] Por “isolado” € intencionado significar que a molécula, tal
como uma proteina de ligacao ao antigeno ou 4acido nucléico, seja removida

do ambiente no qual este pode ser encontrado na natureza. Por exemplo, a
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molécula pode ser purificada a r das substancias com as quais normalmente
existiria na natureza. Por exemplo, a massa da molécula em uma amostra
pode ser 95% da massa total.

[0095] O termo “vetor de expressdao” como aqui usado significa um
acido nucléico isolado que pode ser usado para introduzir um 4acido
nucléico de interesse em uma célula, tal como uma célula eucariética ou
célula procaridtica, ou um sistema de expressao livre de célula onde a
sequéncia de acido nucléico de interesse € expressada como uma cadeia de
peptideos tal como uma proteina. Tais vetores de expressao podem ser, por
exemplo, cosmideos, plasmideos, sequéncias virais, transpdsons, € 4cido
nucléicos lineares compreendendo um acido nucléico de interesse. Uma
vez que o vetor de expressdo € introduzido em uma cé€lula ou sistema de
expressao livre de célula (por exemplo, reticuldcito lisado) a proteina
codificada pelo 4cido nucléico de interesse € produzida pela maquinaria de
transcri¢do/traducdo. Os vetores de expressdao dentro do escopo da
divulgacdo podem prover os elementos necessirios para a expressao
eucaridtica ou procariotica e incluem os vetores conduzidos por promotores
virais, tais como os vetores conduzidos pelos promotores de CMV, por
exemplo, pcDNA3,1, pCEP4, e seus derivados, vetores de expressdao de
Baculovirus, vetores de expressdo de Drosophila, e vetores de expressao
que sdao conduzidos pelos promotores do gene mamifero, tal como
promotores do gene Ig humano. Outros exemplos incluem os vetores de
expressao procaridticos, tais como os vetores conduzidos pelo promotor
T7, por exemplo, pET41, vetores conduzidos pelo promotor de lactose e
vetores conduzidos pelo promotor do gene de arabinose. Aqueles de
habilidade comum na técnica reconhecerdo muitos outros vetores de
expressao e sistemas de expressao adequados.

[0096] O termo “‘célula hospedeira recombinante” como aqui usado

significa uma célula que compreende uma sequéncia de acido nucléico de
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interesse que foi isolada antes da sua introducao na célula. Por exemplo, a
sequéncia de 4cido nucléico de interesse pode ser em um vetor de
expressao enquanto a célula pode ser procaridtica ou eucaridtica. As células
eucaridticas exemplares sdo células mamiferas, tais como, mas nao
limitadas a, COS-1, COS-7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-1, HepG2, 653,
SP2/0, NSO, 293, HeLLa, mieloma, células de linfoma ou qualquer derivado
destas. Mais preferivelmente, a célula eucaridtica € uma célula HEK293,
NSO, SP2/0, ou CHO. E. coli € uma célula procaridtica exemplar. Uma
célula recombinante de acordo com a divulgacdo pode ser gerada através da
transfecdo, fusdo celular, imortalizacdo, ou outros procedimentos bem
conhecidos na técnica. Uma sequéncia de 4cido nucléico de interesse, tal
como um vetor de expressdo, transfectada em uma célula pode ser
extracromassOmica ou estavelmente integrada no cromossomo da célula.
[0097] Um “anticorpo quimérico” se refere a um tipo de anticorpo
engeirado que contém uma regido variavel de ocorréncia natural (cadeia
leve e cadeias pesadas) derivada de um anticorpo doador em associagao
com luz e regides de cadeia pesada constantes derivadas de um anticorpo
aceitador.

[0098] UM “anticorpo humanizado” se refere a um tipo de
anticorpo engeirado tendo suas CDRs derivadas de uma imunoglobulina de
doador n3o humano, as partes derivadas de imunoglobulina restantes da
molécula sendo derivadas de uma ou mais human imunoglobulina(s). Além
disso, os residuos que suportam a estrutura podem ser alterados para
preservar a afinidade de ligacdo (ver, por exemplo, Queen et al. Proc. Natl
Acad Sci EUA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson, et al., Bio/Technology,
9:421 (1991)). Um anticorpo aceitador humano adequado pode ser aquele
selecionado de um banco de dados convencional, por exemplo, o banco de
dados KABAT®, banco de dados Los Alamos, e banco de dados Swiss

Protein, através da homologia para o nucleotideo e sequéncia de
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aminodcidos do anticorpo doador. Um anticorpo humano distinguido por
uma homologia das regides estruturais do anticorpo doador (em uma base
de aminoécido) pode ser adequado para fornecer uma regidao constante de
cadeia pesada e/ou uma regido de estrutura varidvel de cadeia pesada para a
insercdo das CDRs doadoras. Um anticorpo aceitador adequado capaz de
doar a constante de cadeia leve ou regides de estrutura varidvel pode ser
selecionado de uma maneira similar. Deve ser notado que as cadeias
pesadas e leves de anticorpo aceitador ndo sdo requeridas para originar do
mesmo anticorpo aceitador. A técnica anterior descreve as vias de produzir
tais anticorpos humanizados - ver, por exemplo, EP-A-0239400 e EP-
A-054951.

[0099] O termo “‘anticorpos completamente humanos” inclui os
anticorpos tendo regides varidveis e constantes (se presentes) derivadas das
sequéncias de imunoglobulina da linha germinal humana. Os anticorpos da
sequéncia humana da invenc¢ao podem incluir os residuos de aminodcido
ndo codificados pelas sequéncias de imunoglobulina da linha germinal
humana (por exemplo, mutagdes introduzidas pela mutagénese aleatéria ou
especifica de local in vitro ou através da mutacdo somatica in vivo). Os
anticorpos completamente humanos compreendem a sequéncia de
aminodcidos codificada somente pelos polinucleotideos que sado
basicamente de origem humana ou a sequéncia de aminodcidos que é
idéntica a tais sequéncias. Como aqui intencionado significar, os anticorpos
codificados pelo DNA que codifica a imunoglobulina humana inseridos em
um genoma de camundongo produzido em um camundongo transgénico
sdo anticorpos completamente humanos visto que sdao codificados pelo
DNA que é basicamente de origem humana. Nesta situacdo, o DNA que
codifica a imunoglobulina humana pode ser rearranjado (para codificar um
anticorpo) dentro do camundongo, e as mutacoes somaticas também podem

ocorrer. Os anticorpos codificados pelo DNA originalmente humano que
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foram submetidos as mudancas em um camundongo s3o anticorpos
completamente humanos como aqui intencionado significar. O uso de tal
camundongos transgénicos torna possivel selecionar anticorpos
completamente humanos contra um antigeno humano. Como € entendido
na técnica, os anticorpos completamente humanos podem ser feitos usando
a tecnologia de visualizagcdo de fago em que uma biblioteca de DNA
humano € inserida no fago para a geracdo de anticorpos compreendendo
sequéncia de DNA de linha germinal humana.

[00100] O termo “anticorpo doador” se refere a um anticorpo que
contribui para a sequéncia de aminodcidos de suas regides variaveis, CDRs,
ou outros fragmentos funcionais ou andlogos destes para um primeiro
parceiro de imunoglobina. O doador, portanto, prové a regido de
codificacdo de imunoglobina alterada e o anticorpo alterado expressado
resultante com a especificidade antigénica e caracteristica de atividade
neutralizante do anticorpo doador.

[00101] O termo “anticorpo aceitador” se refere a um anticorpo que
¢ heter6logo ao anticorpo doador, que contribui com toda (ou qualquer
porcdo) da sequéncia de aminodcidos codificando suas regidoes de estrutura
de cadeia pesada ou leve e/ou suas regides constantes de cadeia pesada e/ou
leve ao primeiro parceiro de imunoglobulina. Um anticorpo humano pode
ser o anticorpo aceitador.

[00102] Os termos “Vy” e “VL” sdo aqui usados para se referir a
cadeia pesada de regido varidvel e regido varidvel de cadeia leve
respectivamente de uma proteina de liga¢ao ao antigeno.

[00103] As “CDRs” sdo definidas como a sequéncia de aminoacidos
da regido que determina a complementariedade de uma proteina de ligacao
ao antigeno. Estas sdo as regioes hipervaridveis das cadeias pesadas e leves
de imunoglobulina. Existem trés CDRs de cadeia pesada e trés regides de

cadeia leve (ou regides de CDR) na porcdo varidvel de uma
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imunoglobulina. Deste modo, as “CDRs” como aqui usadas se referem a
todas as trés cadeias de CDRs pesadas, todas as trés CDRs de cadeia leve,
todas as CDRs de cadeias leves ou pesadas, ou pelo menos duas CDRs.
[00104] Por todo esse relatdrio descritivo, os residuos de aminoacido
nas sequéncias de dominio varidvel e sequéncias de anticorpo de
comprimento total sdo numerados de acordo com a convencdo de
numeracdo de Kabat. De maneira similar, os termos “CDR”, “CDRL1”,
“CDRL2”, “CDRL3”, “CDRH1”, “CDRH2”, “CDRH3” usados nos
Exemplos seguem a convencdo de numeracdo de Kabat. Para mais
informacao, ver, Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5* Ed., U.S. Department of Health and Human Services, National
Institutes of Health (1991).

[00105] Serd evidente para aqueles habilitados na técnica que
existem convengdes para numeracao alternativas para os residuos de
aminodcidos nas sequéncias de dominio varidvel e sequéncias de anticorpo
de comprimento total. Também existem convenc¢des de numeragao
alternativas para as sequéncias de CDR, por exemplo, aquelas apresentadas
em Chothia er al. (1989) Nature 342: 877-883. A estrutura e dobra da
proteina do anticorpo pode significar que outros residuos sdo considerados
parte da sequéncia de CDR e seriam assim entendidos por uma pessoa
habilitada na técnica.

[00106] Outras convengdOes de numeracdo convencionais para as
sequéncias de CDR disponiveis para um técnico habilitado incluem os
métodos “AbM” (University of Bath) e ‘“contato” (University College
London). A regido de sobreposi¢do minima usando pelo menos dois dos
métodos de Kabat, Chothia, AbM e pode ser determinada para fornecer a
“unidade de ligacdo minima”. A unidade de ligacdo minima pode ser uma
sub-por¢ao de um CDR.

[00107] “Identidade em porcento” entre uma sequéncia de acido
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nucléico analisada e uma sequéncia de acido nucléico de um paciente é o
valor de “Identidades”, expressado como uma porcentagem, que €
calculada pelo algoritmo BLASTN quando uma sequéncia de &cido
nucléico de um paciente tem uma cobertura analisada de 100% com uma
sequéncia de 4cido nucléico analisada depois de um alinhamento BLASTN
aos pares ser realizado. Tais alinhamentos BLASTN aos pares entre uma de
acido nucléico analisada e uma sequéncia de 4cido nucléico do paciente sdao
realizados usando-se os ajustes padrdo do algoritmo BLASTN disponivel
no site da internet do National Center for Biotechnology Institute com o
filtro para regides de baixa complexidade desligado.

[00108] A “identidade em por cento” entre uma sequéncia de
aminodcidos examinada e uma sequéncia de aminoacidos de um sujeito € o
valor das “identidades”, expressado como uma porcentagem, que €
calculada pelo algoritmo BLASTP quando uma sequéncia de aminoacidos
de um sujeito tem 100% de cobertura analisada com uma sequéncia de
aminodcidos examinada depois de um alinhamento de BLASTP aos pares
ser realizado. Tais alinhamentos BLASTP aos pares entre uma sequéncia
de aminoacidos examinada e uma sequéncia de aminodcidos de um sujeiro
sdo realizadas usando-se os ajustes padrdao do algoritmo BLASTP
disponivel no site da internet do National Center for Biotechnology
Institute com o filtro para as regidoes de baixa complexidade desligado.
[00109] A sequéncia examinada pode ser 100% idéntica a sequéncia
do sujeito, ou pode incluir até um certo numero integral de aminoacido ou
alteracoes de nucleotideo se comparado a sequéncia do sujeito tal que a
identidade em% seja de menos do que 100%. Por exemplo, a sequéncia
analisada é pelo menos 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, ou 99%
idéntica a sequéncia do sujeito. Tais alteragdes incluem pelo menos uma
exclusdo, substituicdo (incluindo a substituicdo conservativa e nao

conservativa), ou inser¢ao de aminodacido, e em as ditas alteracoes podem
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ocorrer nas posicoes de terminal amino- ou carboxi- da sequéncia analisada
ou em qualquer lugar entre aquelas posicdes terminais, intercaladas
individualmente entre os aminodcidos ou nucleotideos na sequéncia
analisada ou em um ou mais grupos contiguos dentro da sequéncia
analisada.

[00110] A 1identidade em % pode ser determinada através do
comprimento inteiro da sequéncia analisada, incluindo a(s) CDR(s).
Alternativamente, a identidade em% pode excluir a(s) CDR(s), por
exemplo, a(s) CDR(s) € 100% idéntica a sequéncia do sujeito e a variagao
da identidade em% estd na por¢ao restante da sequéncia analisada, de modo
que a sequéncia de CDR ¢ fixa/intacta.

[00111] Em um aspecto, os métodos para tratar o cancer em um
paciente em necessidade, compreendendo administrar ao paciente uma
quantidade eficaz de um agente direcionado ao ICOS humano e uma
quantidade eficaz de um agente direcionado ao PD1 humano ou PD-L1
human o sequencialmente s3o providos. Em uma modalidade, a
administracdo do agente direcionado ao ICOS humano é seguida pela
administracdo do agente direcionado ao PD1 humano ou PD-L1 humano.
Em uma modalidade, o agente direcionado ao PD1 humano ou PD-L1
humano é administrado concomitantemente com um agente direcionado ao
ICOS humano na fase apds a administracdo do agente direcionado ao
human ICOS.

[00112] Em outro aspecto, a administragao do agente direcionado ao
PD1 humano ou PD-L1 humano € seguido pela administracdo do agente
direcionado ao ICOS humano. Em uma modalidade, o agente direcionado
ao ICOS humano é um anticorpo anti-ICOS ou porcdo de ligacdo ao
antigeno deste. Em uma modalidade, o agente direcionado ao ICOS
humano é administrado concomitantemente com um agente direcionado ao

PD1 humano ou PD-L1 humano na fase apds a administragcdo do agente
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direcionado ao PD1 humano ou PD-L1 humano.

[00113] Em um aspecto, um anticorpo anti-ICOS ou fragmento de
ligacdo ao antigeno deste e um anticorpos anti-PD1 ou fragmento de
ligacdo ao antigeno deste para o uso sequencial no tratamento do cancer em
um ser humano em necessidade destes sdo fornecidos. Em uma
modalidade, a administracdo dos anticorpos anti-ICOS ou fragmento de
ligacdo ao antigeno deste é seguida pela administracdo dos anticorpos anti-
PD1 ou fragmento de ligacdo ao antigeno destes. Em uma outra
modalidade, a administracdo dos anticorpos anti-PD1 ou fragmento de
ligacdo ao antigeno deste é seguida pela administracdo dos anticorpos anti-
ICOS ou fragmentos de ligacdo ao antigeno deste.

[00114] Em um aspecto, um anticorpo anti-ICOS ou fragmento de
ligacdo ao antigeno deste e um anticorpo anti-PD-L.1 ou fragmento de
ligacdo ao antigeno deste para o uso sequencial no tratamento do cancer em
um ser humano em necessidade destes sdo fornecidos. Em uma
modalidade, a administracdo dos anticorpos anti-ICOS ou fragmento de
ligacdo ao antigeno deste € seguida pela administracdo do anticorpo anti-
PD-L1 ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste. Em uma outra
modalidade, a administracio do anticorpo anti-PD-L1 ou fragmento de
ligacdo ao antigeno deste é seguida pela administracdo dos anticorpos anti-
ICOS ou fragmentos de ligacdo ao antigeno destes.

[00115] Em um outro aspecto, o uso de anticorpos anti-ICOS ou
porcdo de ligacdo ao antigeno destes € um anticorpo anti-PD1 ou por¢ao de
ligacdo ao antigeno deste na fabricacdio de um medicamento para o
tratamento de cancer € provido, em que os anticorpos anti-ICOS ou por¢ao
de ligacdo ao antigeno destes € um anticorpos anti-PD1 ou por¢ao de
ligacdo ao antigeno deste sdo sequencialmente administrados, € em que a
administracdo dos anticorpos anti-ICOS ou porcdo de ligacdo ao antigeno

destes € seguida pela administracdo dos anticorpos anti-PD1 ou por¢ao de
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ligacao ao antigeno deste.

[00116] Em um outro aspecto, o uso de um anticorpo anti-ICOS ou
porcdo de ligacdo ao antigeno deste € um anticorpo anti-PDL1 ou porg¢ao
de ligacdo ao antigeno deste na fabricagdo de um medicamento para o
tratamento do cancer € fornecido, em que os anticorpos anti-ICOS ou
porcdo de ligacdo ao antigeno destes € um anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao
de ligacdo ao antigeno deste sdo sequencialmente administrados, € em que
a administra¢do dos anticorpos anti-ICOS ou porg¢ao de ligagido ao antigeno
destes € seguida pela administracdo do anticorpo anti-PDL1 ou porc¢do de
ligacao ao antigeno deste.

[00117] A presente inven¢dao também prové polinucleotideos que
codificam os anticorpos anti-ICOS, anticorpos anti-PD1, anticorpos anti-
PDLI1, ou por¢dao de ligacdo ao antigeno de qualquer um dos ditos
anticorpos, da presente invencdo. Em uma modalidade, as células
hospedeiras sdo providas compreendendo os polinucleotideos codificando
os anticorpos anti-ICOS, anticorpos anti-PD1, ou anticorpos anti-PDL1, ou
porcdo de ligacdo aos antigenos de qualquer um dos ditos anticorpos, da
presente invengcdo. A presente invencdo também prové métodos para
fabricar um anticorpos anti-ICOS, anticorpos anti-PD1, anticorpo anti-
PDL1, ou uma por¢do de ligacdo ao antigeno do dito anticorpo,
compreendendo as etapas de a) cultivando a célula hospedeira
compreendendo um polinucleotideo codificando um anticorpos anti-ICOS,
anticorpos anti-PD1, ou anticorpo anti-PDL1 ou uma por¢ao de ligagdao ao
antigeno do dito anticorpo da presente invengao sob condi¢cdes adequadas
para expressar os ditos anticorpos anti-ICOS, anticorpos anti-PD1, ou
anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao de ligagdo ao antigeno do dito anticorpo; e
b) isolar o dito anticorpo anti-ICOS, anti-PD1, ou anti-PDL1 ou porcédo de
ligacdo ao antigeno do dito anticorpo.

[00118] Em um outro aspecto, um polinucleotideo codificando um
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anticorpo anti-ICOS ou por¢do de ligagdo ao antigeno deste € provido, em
que os anticorpos anti-ICOS ou porcao de ligacdo ao antigeno deste sao
sequencialmente administrados a um paciente com cancer com um
anticorpo anti-PD1 ou por¢do de ligacdo ao antigeno deste, € em que a
administracdo dos anticorpos anti-ICOS ou porcado de ligacdo ao antigeno
deste é seguida pela administracdo dos anticorpos anti-PD1 ou porcado de
ligacao ao antigeno deste.

[00119] Em um outro aspecto, um polinucleotideo codificando um
anticorpo anti-ICOS ou por¢do de ligagdo ao antigeno deste € provido, em
que os anticorpos anti-ICOS ou porcao de ligacdo ao antigeno deste sdo
sequencialmente administrados a um paciente com cancer com um
anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao de ligacdo ao antigeno deste, € em que
administracdo dos anticorpos anti-ICOS ou porcdo de ligacdo ao antigeno
deste € seguida pela administracdo do anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao de
ligacao ao antigeno deste.

[00120] Ainda em um outro aspecto, um polinucleotideo codificando
anticorpos anti-PD1 ou por¢do de ligacdo ao antigeno deste € provido, em
que os anticorpos anti-PD1 ou por¢do de ligacdo ao antigeno deste sao
sequencialmente administrados a um paciente com cancer com anticorpos
anti-ICOS ou porc¢do de ligacdo ao antigeno deste, € em que administracao
dos anticorpos anti-ICOS ou porcao de ligacdo ao antigeno deste € seguida
pela administracdo dos anticorpos anti-PD1 ou por¢do de ligacdo ao
antigeno deste.

[00121] Ainda em outro aspecto, um polinucleotideo que codifica
um anticorpo anti-PDL1 ou porcdo de ligagdo ao antigeno deste € provido,
em que o anticorpo anti-PDL1 ou por¢do de ligagdo ao antigeno deste €
sequencialmente administrado a um paciente com cancer com um anticorpo
anti-ICOS ou porcdo de ligacdo ao antigeno deste, e em que a

administracdo dos anticorpos anti-ICOS ou porcdo de ligacdo ao antigeno
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deste € seguida pela administracdo do anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao de
ligacao ao antigeno deste.

[00122] Em um outro aspecto, um vetor compreendendo o
polinucleotideo de qualquer um dos aspectos aqui contidos € aqui
fornecido. Em um outro aspecto, uma célula hospedeira compreendendo o
vetor de qualquer um dos aspectos aqui contidos € provida.

[00123] Ainda em um outro aspecto, um Método para fabricar um
anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo ao antigeno deste € provido, o
método compreendendo a) cultivar uma célula hospedeira compreendendo
o polinucleotideo de qualquer um dos aspectos aqui contidos sob condicoes
adequadas para expressar os anticorpos anti-ICOS ou por¢ao de ligagao ao
antigeno deste; e b) isolar os ditos anticorpos anti-ICOS ou por¢io de
ligacao ao antigeno deste.

[00124] Em um outro aspecto, um M¢étodo para fabricar um
anticorpo anti-PD1 ou por¢do de ligacdao ao antigeno deste € provido, o
método compreendendo a) cultivar uma célula hospedeira compreendendo
o polinucleotideo de qualquer um dos aspectos aqui contidos sob condicoes
adequadas para expressar os anticorpos anti-PD1 ou porcado de ligacdao ao
antigeno deste; e b) isolar os ditos anticorpos anti-PD1 ou porcdo de
ligacao ao antigeno deste.

[00125] Ainda em outro aspecto, um Método para fabricar um
anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao de ligacdo ao antigeno deste é provido, o
método compreendendo a) cultivar uma célula hospedeira compreendendo
o polinucleotideo de qualquer um dos aspectos aqui contidos sob condicoes
adequadas para expressar o anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao de ligacdo ao
antigeno deste; e b) isolar o dito anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao de ligacao
ao antigeno deste.

[00126] Em uma modalidade de qualquer um dos aspectos aqui

contidos, os anticorpos anti-ICOS sdo um agonista de ICOS. Em uma
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modalidade, os anticorpos anti-ICOS compreendem um dominio Vg
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos pelo menos 90% idéntica a
sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO:7; e um dominio Vi,
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos pelo menos 90% idéntica a
sequéncia de aminoicidos como apresentada na SEQ ID NO:8. Em uma
outra modalidade, os anticorpos anti-ICOS compreendem um dominio Vg
compreendendo a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO:7
e um dominio Vp compreendendo a sequéncia de aminodcidos como
apresentada na SEQ ID NO:8. Em uma modalidade, os anticorpos anti-
ICOS compreendem um ou mais de: CDRH1 como apresentada na SEQ ID
NO:1; CDRH2 como apresentada na SEQ ID NO:2; CDRH3 como
apresentada na SEQ ID NO:3; CDRLI1 como apresentada na SEQ ID NO:4;
CDRL2 como apresentada na SEQ ID NO:5 e/ou CDRL3 como
apresentada na SEQ ID NO:6 ou um equivalente direto de cada CDR em
que um equivalente direto ndo tem mais do que duas substituicdes de
aminodcido na dita CDR.

[00127] Em uma modalidade de qualquer um dos aspectos aqui
contidos, o agente direcionado ao PD1 humano é um anticorpo anti-PD1 ou
porcdo de ligacdo ao antigeno deste. Em uma modalidade, o anticorpo anti-
PDI1 € um antagonista de PD1. Em uma modalidade, o anticorpo anti-PD1
¢ pembrolizumab. Em uma outra modalidade, o anticorpo anti-PDI1 €
nivolumab. Em uma modalidade de qualquer um dos aspectos aqui
contidos, o agente direcionado ao human PD-L1 € um anticorpo anti-PD-
L1 ou por¢io de ligacdo ao antigeno deste. Em uma modalidade, o
anticorpo anti-PD-L1 € um antagonista de PD1. Em uma modalidade, o
anticorpo anti-PD-L1 € durvalumab.

[00128] Em uma modalidade de qualquer um dos aspectos aqui
contidos, o agente direcionado ao ICOS humano € administrado 2, 3, 4, 5,

6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
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27, 28, 29, ou 30 dias consecutivos. Em uma modalidade de qualquer um
dos aspectos aqui contidos, o agente direcionado ao PD1 humano ou PD-
L1 humano € administrado por 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, ou 30 dias
consecutivos.

[00129] Em um aspecto, o cancer € selecionado a partir do grupo
consistindo em cancer colorretal (CRC), géstrico, esofédgico, cervical,
bexiga, mama, cabecga e pescoco, ovariano, melanoma, carcinoma de célula
renal (RCC), EC de célula escamosa, carcinoma pulmonar de célula ndo
pequena, mesotelioma, pancredtico, e cancer de prostata.

[00130] Em um aspecto, a presente invenc¢ao prové um método para
tratar cancer em um ser humano em necessidade deste, o método
compreendendo administrar ao dito humano um anticorpo anti-ICOS ou
fragmento de ligacdo ao antigeno deste e/ou administrar ao dito humano
um anticorpo anti-PD1 ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste. Em uma
modalidade, os anticorpos anti-ICOS ou fragmento de ligacdo ao antigeno
deste induz a proliferacdo, expansao, e infiltracdo tumoral da célula T. Em
uma outra modalidade, os anticorpos anti-ICOS ou fragmentos de ligacao
ao antigeno destes aumenta a expressao de PD-1 em uma célula T. Em uma
modalidade, os anticorpos anti-PD1 ou fragmento de ligagdo ao antigeno
deste aumenta a expressao de ICOS em uma célula T. Em uma modalidade,
os anticorpos anti-ICOS ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste € um
1sotipo de IgG4 e reduz a deplecao das células T positivas para ICOS. Em
uma outra modalidade, os anticorpos anti-ICOS ou fragmento de ligacdo ao
antigeno deste é um is6tipo de IgG4 e resultaram em uma eficicia anti-
cancer aumentada se comparada a um anticorpo de is6tipo IgG1 anti-ICOS.
[00131] Em uma outra modalidade o cincer € selecionada de cabeca
e cancer de pescogo, cancer de mama, cancer de pulmao, cancer de colon,

cancer ovariano, cancer de prostata, gliomas, glioblastoma, astrocitomas,
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glioblastoma multiforme, sindrome de Bannayan-Zonana, doenca de
Cowden, doenga de Lhermitte-Duclos, cancer de mama inflamatério, tumor
de Wilm, sarcoma de Ewing, Rabdomiossarcoma, ependimoma,
meduloblastoma, cancer renal, cancer do figado, melanoma, cancer
pancredtico, sarcoma, osteosarcoma, tumor de célula gigante dos 0ssos,
cancer de tireoide, leucemia linfoblastico da célula T, leucemia mielégena
cronica, Leucemia linfocitica cronica, leucemia da célula de Hairy,
leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielégena aguda, AML, Leucemia
neutrofilica cronica, Leucemia da célula T linfoblastica aguda,
plasmacitoma, Leucemia da célula grande imunobléstica, leucemia da
célula de Manto, leucemia megacaroblastica de mieloma multiplo, mieloma
multiplo, leucemia megacariocitica aguda, leucemia promielocitica,
Eritroleucemia, linfoma maligno, linfoma de hodgkins, linfoma que ndo de
hodgkins, linfoma da célula T linfoblastica, linfoma de Burkitt, linfoma
folicular, neuroblastoma, cancer de bexiga, cincer urotelial, cancer de
vulva, cancer cervical, cancer endometrial, cancer renal, mesotelioma,
cancer esofagico, cancer da glandula salivar, cancer hepatocelular, cancer
gastrico, cancer nasofaringico, cancer bucal, cancer da boca, GIST (tumor
estromal gastrointestinal), e cancer testicular.

[00132] Algumas modalidades da presente inven¢do também
compreendem administrar pelo menos um agente neo-plastico e/ou pelo
menos um agente imunoestimulador ao dito ser humano.

[00133] Em um aspecto, o ser humano tem um tumor sélido. Em um
aspecto, o tumor é selecionado de cancer de cabeca e pescocgo, cancer
gastrico, melanoma, carcinoma da célula renal (RCC), cancer esofégico,
carcinoma pulmonar de cé€lula ndo pequena, cincer de prOstata, cancer
colorretal, cancer ovariano e cancer pancreatico. Em um outro aspecto o ser
humano tem um tumor liquido tal como linfoma da célula B grande difusa

(DLBCL), mieloma maultiplo, leucemia linfoblastica cronica (CLL),
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linfoma folicular, leucemia miel6ide aguda e leucemia mielégena cronica.
[00134] A presente divulgacdo também diz respeito a um método
para tratar ou diminuir a gravidade de um cancer selecionado de: cérebro
(gliomas), glioblastomas, sindrome de Bannayan-Zonana, doenca de
Cowden, doenca de Lhermitte-Duclos, cancer de mama, de mama
infamatorio, tumor de Wilm, sarcoma de Ewing, Rabdomiossarcoma,
ependimoma, meduloblastoma, cdélon, cabeca e pescoco, rim, pulmaio,
figado, melanoma, ovariano, pancreatico, prostata, sarcoma, osteosarcoma,
tumor de célula gigante dos 0ssos, tireoide, leucemia linfoblastica da célula
T, leucemia mielégena cronica, leucemia linfocitica cronica, leucemia da
célula de Hairy, leucemia linfobldastica aguda, leucemia mielégena aguda,
leucemia neutrofilica cronica, leucemia linfoblastica aguda da célula T,
plasmacitoma, leucemia da célula grande imunoblastica, leucemia da célula
de Manto, leucemia megacarioblastica maltipla, mieloma multiplo,
leucemia megacariocitica aguda, leucemia promielocitica, eritroleucemia,
linfoma maligno, linfoma de Hodgkins, linfoma que ndao de Hodgkins,
linfoma linfoblastico da célula T, linfoma de Burkitt, linfoma folicular,
neuroblastoma, cancer de bexiga, cancer urotelial, cancer de pulmao,
cancer de wvulva, cancer cervical, cancer endometrial, cancer renal,
mesotelioma, cancer esofdgico, cancer da glandula salivar, céancer
hepatocelular, cancer géstrico, cancer nasofaringico, cancer bucal, cancer
da boca, GIST (tumor estromal gastrointestinal) e cancer testicular.

[00135] Pelo termo ‘“tratar” e variagOes gramaticais destes como
aqui usado, € intencionado significar uma terapia terapéutica. Em
referéncia a uma condi¢do particular, tratar significa: (1) melhorar a
condicdo ou uma ou mais das manifestacdes biologicas da condicdo, (2)
interferir com (a) um ou mais pontos da cascata bioldgica que leva a ou €
responsavel pela condicdo ou (b) uma ou mais das manifestacoes

biolégicas da condigdo, (3) para aliviar um ou mais dos sintomas, efeitos
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ou efeitos colaterais associados com a condi¢do ou tratamento deste, ou (4)
diminuir a progressdo da condi¢cdo ou uma ou mais das manifestacoes
biolégicas da condi¢do. A terapia profilatica usando os métodos e/ou
composi¢oes da invencdo também é considerada. O técnico habilitado
apreciard que “‘prevencdao” ndo € um termo absoluto. Na medicina,
“prevencdo” € entendido se referir a administracdo profildtica de um
farmaco para diminuir substancialmente a probabilidade ou severidade de
uma condi¢do ou manifestacdo bioldgica desta, ou para atrasar o inicio de
tal condicdo ou manifestacdo biologica desta. A terapia profilatica é
apropriada, por exemplo, quando um paciente € considerado em alto risco
de desenvolver cancer, tal como quando um paciente tem um forte histérico
de cancer na familia ou quando um paciente foi exposto a um
carcinogeénico.

[00136] Como aqui usado, os termos “cancer,” “neoplasma,” e
“tumor” sao usados permutavelmente e, na forma singular ou plural, se
refere as células que foram submetidas a uma transformac¢ao maligna que
as torna patoldgicas ao organismo hospedeiro. As células de céancer
primérias podem ser prontamente distintas das células ndo cancerosas
através de técnicas bem estabelecidas, particularmente, o exame
histolégico. A definicdo de uma célula cancerosa, como aqui usada, ndo
inclui apenas uma célula de cancer primario, mas qualquer célula derivada
de um predecessor da célula cancerosa. Isto inclui as células cancerosas
espalhadas por metastase, e culturas e linhagens celulares in vitro derivadas
das células cancerosas. Quando se referindo a um tipo de cancer que
normalmente se manifesta como um tumor sélido, um tumor “clinicamente
detectavel” € aquele que é detectdvel com base na massa tumoral; por
exemplo, através de procedimentos de Raio X tais como varredura de
tomografia computadorizada (CT), imageamento de ressonincia magnética

(MRI), raio X, ultrassom ou palpacdo no exame fisico, e/ou que €
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detectavel por causa da expressao de um ou mais antigenos especificos do
cancer em uma amostra obtenivel de um paciente. Os tumores podem ser
um cancer hematopoiético (ou hematoldgico ou relacionado ao sangue),
por exemplo, canceres derivados das células sanguineas ou células imunes,
que podem ser indicadas como “tumores liquidos.” Os exemplos
especificos das condicdes clinicas com base nos tumores hematologicos
incluem leucemias tais como leucemia mielocitica cronica, leucemia
mielocitica aguda, leucemia linfocitica cronica e leucemia linfocitica
aguda; malignidades da célula plasmatica, tais como mieloma multiplo,
MGUS e macroglobulinemia de Waldenstrom; linfomas tais como linfoma
de que nao de Hodgkin, linfoma de Hodgkin; e outros.

[00137] O cancer pode ser qualquer cancer em que um numero
anormal de células blasticas ou proliferacdo celular indesejada esteja
presente ou que seja diagnosticado como um cancer hematoldgico,
incluindo malignidades tanto linfoides quanto mieldides. As malignidades
mieldides incluem, mas ndo sdo limitadas a leucemia mieldide aguda (ou
mielocitica ou mielogendsena ou mieloblastica) (ndo diferenciada ou
diferenciada), leucemia promieldide aguda (ou promielocitica ou
promieldégena ou promielobléstica), leucemia mielomonocitica aguda (ou
mielomonobléstica), leucemia monocitica aguda (ou monoblastica),
eritroleucemia e leucemia megacariocitica (ou megacarioblastica). Estas
leucemias podem ser indicadas juntas como leucemia mieldide aguda (ou
mielocitica ou mielégena) (AML). As malignidades mieldides também
incluem distirbios mieloproliferativos (MPD) que incluem, mas ndo sao
limitados a leucemia mieldégena cronica (ou mieldide) (CML), leucemia
mielomonocitica cronica (CMML), trombocitemia essencial (ou
trombocitose), e policitemia vera (PCV). Malignidades mieldides também
incluem mielodisplasia (ou sindrome mielodisplastica ou MDS), que pode

ser indicada como anemia refratdria (RA), anemia refrataria com blastos
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em excesso (RAEB), e anemia refratiria com blastos em excesso na
transformacdao (RAEBT); bem como mielofibrose (MFS) com ou sem
metaplasia angiogénica mieloide.

[00138] Os canceres hematopoiéticos também incluem malignidades
linfoides, que podem afetar os linfonodos, bacos, medula dssea, sangue
periférico, e/ou sitios extranodais. Os canceres linfoides incluem as
malignidades da célula B, que incluem, mas ndo sdo limitados a linfomas
que ndao de Hodgkin da célula B (B-NHLs). Os B-NHLs podem ser
indolentes (ou de grau baixo), grau intermediario (ou agressivo) ou de alto
grau (muito agressivo). Os linfomas da célula B indolentes incluem linfoma
folicular (FL); linfoma linfocitico pequeno (SL); linfoma de zona marginal
(MZL) incluindo MZL nodal, MZL extranodal, MZL esplénico ¢ MZL
esplénico com linfécitos vilosos; linfoma linfoplasmacitico (LPL); e tecido
linféide associado com linfoma da mucosa (MALT ou zona marginal
extranodal). Os B-NHLs de grau intermediario incluem linfoma da célula
de manto (MCL) com ou sem envolvimento leucémico, linfoma celular
grande difuso (DLBCL), linfoma da célula folicular grande (ou grau 3 ou
grau 3B) linfoma, e linfoma mediastinal primario (PML). B-NHLs de alto
grau incluem linfoma de Burkitt (BL), linfoma semelhante ao de Burkitt,
linfoma da célula pequena nao clivada (SNCCL) e linfoma linfobléstico.
Outros B-NHLs incluem linfoma imunoblastico (ou imunocitoma), linfoma
de efusdo primaria, linfomas associados com HIV (ou relacionados com a
AIDS), e distarbio ou linfoma linfoproliferativos pos-transplante (PTLD).
As malignidades da célula B também incluem, mas nio sdo limitadas a,
leucemia linfocitica cronica (CLL), leucemia prolinfocitica (PLL),
macroglobulinemia de Waldenstrom (WM), leucemia da célula peludas
(HCL), leucemia do linfécito granular grande (LGL), leucemia linféide
aguda (ou linfocitica ou linfoblastica), e doenca de Castleman. A NHL

também pode incluir os linfomas da célula T que ndo de Hodgkin (T-
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NHLs), que incluem, mas nao sao limitados ao linfoma da célula T que ndo
de Hodgkin de outro modo ndo especificado (NOS), linfoma da célula T
periférica (PTCL), linfoma da célula grande anaplastica (ALCL), disturbio
linfoide angioimunoblastico (AILD), célula exterminadora natural nasal
(NK)/linfoma da cé€lula T, linfoma gama/delta, linfoma cutaneo da célula T,
micoses fungoides, e sindrome de Sezary.

[00139] Os canceres hematopoiéticos também incluem linfoma (ou
doenca) de Hodgkin incluindo linfoma de Hodgkin cléassico, linfoma
nodular de Hodgkin esclerosante, linfoma de Hodgkin de celularidade
misturada, linfoma de Hodgkin predominante em linf6cito (LP), linfoma de
Hodgkin LP nodular, e linfoma de Hodgkin exaurido em linfécito. Os
canceres hematopoiéticos também incluem doencas ou canceres da célula
plasmadtica tais como mieloma multiplo (MM) incluindo MM latente,
gamopatia monoclonal de significancia indeterminada (ou desconhecida ou
incerta) (MGUS), plasmacitoma (0sseo, extramedular), linfoma
linfoplasmacitico (LPL), Macroglobulinemia de Waldenstrom, leucemia da
célula plasmatica, e amidodlise primaria (AL). Os canceres hematopoiéticos
também podem incluir outros canceres de células hematopoiéticas
adicionais, incluindo leucdcitos polimorfonucleares (ou neutréfilos),
basofilos, eosindfilos, células dendriticas, plaquetas, eritrocitos e células
exterminadoras naturais. Os tecidos que incluem as células hematopoiéticas
aqui indicadas como “tecidos da célula hematopoiética” incluem medula
Ossea; sangue periférico; timo; e tecidos linfoides periféricos, tais como
baco, linfonodos, tecidos linfoides associados com a mucosa (tais como 0s
tecidos linfoides associados com os intestinos), amidalas, placas de Peyer e
apéndice, e tecidos linfoides associados com outra mucosa, por exemplo, os
revestimentos dos bronquios.

[00140] Como aqui usado o termo “Composto A?” significa um

agente direcionado ao ICOS humano. Em algumas modalidades, o
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Composto A? é um anticorpo ao ICOS humano ou a por¢io de ligagdo ao
antigeno deste. Em algumas modalidades, o Composto A? é um agonista de
ICOS. Adequadamente, o Composto A? significa um anticorpo monoclonal
humanizado tendo uma cadeia pesada de regido varidvel como apresentado
na SEQ ID NO:7 e uma regido variavel de cadeia leve como apresentado na
SEQ ID NO:8.

[00141] Como aqui usado o termo “Composto B?” significa um
agente direcionado ao PD1 humano ou um agente para direcionar ao PD-
L1humano. Em algumas modalidades, o Composto B? é um antagonista de
PDI1. Em algumas modalidades, o Composto B? é um anticorpo para PDI
humano ou a por¢do de ligacdo ao antigeno deste. Em algumas
modalidades, o Composto B? é um anticorpo para o PD-L1 humano ou a
porcdo de ligacdo ao antigeno deste. Adequadamente, o Composto B? é
nivolumab. Adequadamente, o Composto B? é pembrolizumab.

[00142] Adequadamente, as combinacdes desta invengdo sao
administradas dentro de um “periodo especificado”.

[00143] O termo “periodo especificado” e variagOes gramaticais
destes, como aqui usado, significa o intervalo de tempo entre a
administracio de um do Composto A% e Composto B? e o outro de
Composto A% e Composto B2.

[00144] Adequadamente, se os compostos sao administrados dentro
de um “periodo especificado” e ndo simultaneamente administrados, estes
sdo ambos administrados dentro de cerca de 24 horas um do outro — neste
caso, o periodo especificado serd de cerca de 24 horas; adequadamente,
estes serdo ambos administrados dentro de cerca de 12 horas um do outro —
neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 12 horas;
adequadamente, estes serdao ambos administrados dentro cerca de 11 horas
um do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 11 horas;

adequadamente estes serdo ambos administrados dentro cerca de 10 horas
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um do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 10 horas;
adequadamente estes serdo ambos administrados dentro cerca de 9 horas
um do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 9 horas;
adequadamente estes serdo ambos administrados dentro cerca de 8 horas
um do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 8 horas;
adequadamente estes serdo ambos administrados dentro cerca de 7 horas
um do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 7 horas;
adequadamente estes serdo ambos administrados dentro cerca de 6 horas
um do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 6 horas;
adequadamente estes serdo ambos administrados dentro cerca de 5 horas
um do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 5 horas;
adequadamente estes serdo ambos administrados dentro cerca de 4 horas
um do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 4 horas;
adequadamente estes serdo ambos administrados dentro cerca de 3 horas
um do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 3 horas;
adequadamente estes serdo administrados dentro de cerca de 2 horas um do
outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 2 horas;
adequadamente estes serdo ambos administrados dentro cerca de 1 hora um
do outro — neste caso, o periodo especificado serd de cerca de 1 hora. Como
aqui usado, a administracio do Composto A? e Composto B? em uma
distancia de menos do que cerca de 45 minutos € considerada
administracdo simultanea.

[00145] Adequadamente, quando a combinacdo da invencdo ¢é
administrada por um “periodo especificado”, os compostos serao
coadministrados por uma “duracdo de tempo”.

[00146] O termo “duracdo de tempo” e variagOes gramaticais deste,
como aqui usado significa que ambos os compostos da invengdo sao
administrados por um nimero indicado de dias consecutivos. A menos que

de outro modo definido, o nimero de dias consecutivos nao deve comecar
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com o 1nicio do tratamento ou terminado com o fim do tratamento, somente
€ necessario que o numero de dias consecutivos ocorra em algum ponto
durante o decorrer do tratamento.

[00147] Com relacdo a administra¢ao de “periodo especificado’:
[00148] Adequadamente, ambos os compostos serdo administrados
dentro de um periodo especificado por pelo menos um dia — neste caso, a
duracdo de tempo serd de pelo menos um dia; adequadamente, durante o
decorrer do tratamento, ambos os compostos serdo administrados dentro de
um periodo especificado por pelo menos 3 dias consecutivos — neste caso, a
duracdo do tempo serd de pelo menos 3 dias; adequadamente, durante o
decorrer do tratamento, ambos os compostos serdo administrados dentro de
um periodo especificado por pelo menos 5 dias consecutivos — neste caso, a
duracdo do tempo serd de pelo menos 5 dias; adequadamente, durante o
decorrer do tratamento, ambos os compostos serdo administrados dentro de
um periodo especificado por pelo menos 7 dias consecutivos— neste caso, a
duracdo do tempo serd de pelo menos 7 dias; adequadamente, durante o
decorrer do tratamento, ambos os compostos serdo administrados dentro de
um periodo especificado por pelo menos 14 dias consecutivos — neste caso,
a duragdo do tempo serd de pelo menos 14 dias; adequadamente, durante o
decorrer do tratamento, ambos os compostos serdo administrados dentro de
um periodo especificado por pelo menos 30 dias consecutivos — neste caso,
a duracao do tempo serd de pelo menos 30 dias.

[00149] Adequadamente, se 0s compostos ndo sao administrados
durante um “periodo especificado”, estes sdo sequencialmente
administrados. Pelo termo “administracdo sequencial”’, e derivados
gramaticais deste, como aqui usado € intencionado que um de Composto A2
e Composto B? seja administrado por dois ou mais dias consecutivos € o
outro de Composto A% e Composto B? seja subsequentemente administrado

por dois ou mais dias consecutivos. Durante o periodo de dias consecutivos
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em que o Composto A? é administrado, pelo menos 1 dose, pelo menos 2
doses, pelo menos 3 doses, pelo menos 4 doses, pelo menos 5 doses, pelo
menos 6 doses, pelo menos 7 doses, pelo menos 8 doses, pelo menos 9
doses, ou pelo menos 10 doses do Composto A? sdo administradas. Durante
o periodo de dias consecutivos nos quais o Composto B? é administrado,
pelo menos 1 dose, pelo menos 2 doses, pelo menos 3 doses, pelo menos 4
doses, pelo menos 5 doses, pelo menos 6 doses, pelo menos 7 doses, pelo
menos 8 doses, pelo menos 9 doses, ou pelo menos 10 doses do Composto
B? sdo administradas. Durante o periodo de dias consecutivos em que o
Composto A? é administrado, o Composto A pode ser administrado pelo
menos trés vezes em um dia, pelo menos duas vezes em um dia, pelo
menos uma vez em um dia, ou menos do que uma vez em um dia, por
exemplo, uma vez a cada 2 dias, uma vez a cada 3 dias, uma vez por
semana, uma vez a cada 2 semanas, uma vez a cada 3 semanas, ou uma vez
a cada 4 semanas. Durante o periodo de dias consecutivos em que 0O
Composto B? é administrado, o Composto B? pode ser administrado pelo
menos trés vezes ao dia, pelo menos duas vezes ao, pelo menos uma vez ao
dia, ou menos do que uma vez ao dia, por exemplo, uma vez a cada 2 dias,
uma vez a cada 3 dias, uma vez por semana, uma vez a cada 2 semanas,
uma vez a cada 3 semanas, ou uma vez a cada 4 semanas.

[00150] Além disso, € aqui considerado uma folga de farmaco
utilizado entre a administracio sequencial de um de Composto A? e
Composto B? e 0 outro de Composto A? e Composto B2. Como aqui usado,
uma folga de farmaco é um periodo de dias depois da administragdo
sequencial de um de Composto A? e Composto B? e antes da administracdo
do outro de Composto A? e Composto B? onde nem o Composto A? nem o
Composto B? é administrado. Adequadamente a folga de farmaco serd um
periodo de dias selecionado de: 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7

dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias e 14 dias.
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[00151] A administracdo sequencial também pode incluir um de
Composto A? e o Composto B? é administrado por dois ou mais dias
consecutivos e depois tanto o Composto A? quanto o Composto B? sdo
subsequentemente administrados por dois ou mais dias consecutivos. A
administracdo sequencial pode incluir tanto o Composto A% quanto o
Composto B? sendo administrado por dois ou mais dias consecutivos e
depois um de Composto A? e Composto B? sendo subsequentemente
administrado por dois ou mais dias consecutivos.

Com respeito a administracdo sequencial:

[00152] Adequadamente, um de Composto A% e Composto B? é
administrado durante 1 a 30 dias consecutivos, seguido por uma folga
opcional do farmaco, seguido pela administra¢do do outro do Composto A2
e Composto B? durante 1 a 30 dias consecutivos. Adequadamente, um de
Composto A? e Composto B? ¢ administrado durante 1 a 21 dias
consecutivos, seguido por uma folga opcional do farmaco, seguido pela
administracdo do outro do Composto A? e Composto B? durante 1 a 21 dias
consecutivos. Adequadamente, um de Composto A? e Composto B? é
administrado durante 1 a 14 dias consecutivos, seguido por uma folga de
farmaco de 1 a 14 dias, seguido pela administracdo do outro do Composto
A? e Composto B? durante 1 a 14 dias consecutivos. Adequadamente, um
de Composto A? e Composto B? ¢ administrado durante 1 a 7 dias
consecutivos, seguido por uma folga de farmaco de 1 a 10 dias, seguido
pela administra¢do do outro do Composto A% e Composto B? durante 1 a 7
dias consecutivos.

[00153] Adequadamente, o Composto B? serd administrado primeiro
na sequéncia, seguido por uma folga opcional do farmaco, seguido pela
administracio de Composto A2 Adequadamente, o Composto B? ¢
administrado de 3 a 21 dias consecutivos, seguido por uma folga opcional

do farmaco, seguido pela administracdio do Composto A? durante 3 a 21
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dias consecutivos. Adequadamente, o Composto B? é administrado durante
3 a 21 dias consecutivos, seguido por uma folga de farmaco de 1 a 14 dias,
seguido pela administracio do Composto A? durante 3 a 21 dias
consecutivos. Adequadamente, o Composto B? é administrado durante 3 a
21 dias consecutivos, seguido por uma folga de farmaco de 3 a 14 dias,
seguido pela administracio do Composto A? durante 3 a 21 dias
consecutivos. Adequadamente, o Composto B? é administrado durante 21
dias consecutivos, seguido por uma folga opcional do farmaco, seguido
pela administracio do Composto A? durante 14 dias consecutivos.
Adequadamente, o Composto B? ¢ administrado durante 14 dias
consecutivos, seguido por uma folga de farmaco de 1 a 14 dias, seguido
pela administracio do Composto A? durante 14 dias consecutivos.
Adequadamente, o Composto B? ¢é administrado durante 7 dias
consecutivos, seguido por uma folga de farmaco de 3 a 10 dias, seguido
pela administracio do Composto A? durante 7 dias consecutivos.
Adequadamente, o Composto B? ¢é administrado durante 3 dias
consecutivos, seguido por uma folga de farmaco de 3 a 14 dias, seguido
pela administracio do Composto A? durante 7 dias consecutivos.
Adequadamente, o Composto B? ¢é administrado durante 3 dias
consecutivos, seguido por uma folga de farmaco de 3 a 10 dias, seguido
pela administracdo do Composto A? durante 3 dias consecutivos.

[00154] E entendido que uma administracio em “periodo
especificado” e uma administragdo “sequencial” podem ser seguidas pela
repeticdo da dosagem ou podem ser seguidas por um protocolo de dosagem
alternado e uma folga de farmaco pode preceder o protocolo de dosagem
repetida ou de dosagem alternada.

[00155] Os métodos da presente invengcdo também podem ser
utilizados com outros métodos terapé€uticos de tratamento de cancer.

[00156] O Composto A? e Composto B> podem ser administrados
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por qualquer via apropriada. As vias adequadas incluem oral, retal, nasal,
topica (incluindo bucal e sublingual), intratumoralmente, vaginal e
parenteral (incluindo subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica,
intratecal e epidural). Serd avaliado que a via preferida pode variar com,
por exemplo, a condi¢do do receptor da combinagcdo e do cincer a ser
tratado. Também serd avaliado que cada um dos agentes administrados
pode ser administrado pelas mesmas vias ou diferentes € que o Composto
A? e Composto B? podem ser combinados juntos em uma
composi¢ao/formulacdo farmacéuticas.

[00157] Em uma modalidade, um ou mais componentes de uma
combinacdo da inven¢do sdo administrados intravenosamente. Em uma
modalidade, um ou mais componentes de uma combinagao da inven¢ao sao
administrados oralmente. Em uma outra modalidade, um ou mais
componentes de uma combinagdo da invencdo sao administrados
intratumoralmente. Em uma outra modalidade, um ou mais componentes de
uma combinagdo da inveng¢do sao administrados sistemicamente, por
exemplo, intravenosamente € um ou mais outros componentes de uma
combinacdo da invencdo s3ao administrados intratumoralmente. Em
qualquer uma das modalidades, por exemplo, neste pardgrafo, os
componentes da invencdo sdo administrados como uma ou mais
composi¢Oes farmacéuticas.

[00158] Em um aspecto, métodos sdao providos para o tratamento de
cancer, compreendendo administrar a um ser humano em necessidade do
mesmo uma quantidade terapeuticamente eficaz de (i) um anticorpo anti-
ICOS ou a por¢ao de ligacdo a antigeno do mesmo, além de um ou mais
diluentes, veiculos, excipientes e/ou ingredientes inativos e (ii) um
anticorpo anti-PD1 ou a por¢do de ligacdo a antigeno do mesmo ou um
anticorpo anti-PDL1 ou a por¢do de ligacao a antigeno do mesmo, além de

um ou mais diluentes, veiculos, excipientes e/ou ingredientes inativos. Em
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uma modalidade de administracdo sequencial de um anticorpo anti-ICOS
ou a por¢ao de ligacdo a antigeno do mesmo e um anticorpo anti-PD1 ou
porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo prové um efeito sinergistico
comparado com a administracdo de cada agente como monoterapia ou
concorrentemente. Em uma modalidade, de administragdo sequencial de
um anticorpo anti-ICOS ou da por¢ao de ligacdo a antigeno do mesmo e
um anticorpo anti-PDL1 ou por¢do de ligacdo a antigeno do mesmo prove
um efeito sinergistico comparado com a administracdo de cada agente
como monoterapia ou concorrentemente.

[00159] Em uma modalidade, o anticorpo anti-ICOS ou porcao de
ligacdo a antigeno do mesmo compreende um dominio Vg compreendendo
uma sequéncia de aminoacido pelo menos 90% idéntica a sequéncia de
aminodcido apresentada na SEQ ID NO:7; e um dominio VL
compreendendo uma sequéncia de aminoacido pelo menos 90% idéntica a
sequéncia de aminodcido como apresentada na SEQ ID NO:8.

[00160] Em uma modalidade, métodos para tratar cancer sao
providos em que o anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a antigeno do
mesmo € administrado em um intervalo de tempo selecionado de uma vez
por semana, uma vez a cada duas semanas, uma vez a cada trés semanas e
uma vez a cada quatro semanas. Em uma outra modalidade, o anticorpo
anti-PD1 ou por¢ao de ligacdo a antigeno do mesmo ou o anticorpo anti-
PDL1 ou porc¢do de ligacdo a antigeno do mesmo € administrado em um
intervalo de tempo selecionado de uma vez por semana, uma vez a cada
duas semanas, uma vez a cada trés semanas € uma vez a cada quatro
semanas. Como € entendido na técnica o inicio de administracdo de cada
agente pode ser separado por um periodo intersticial. o periodo intersticial
pode ser de 12 horas, uma a seis dias, uma semana, duas semanas, trés
semanas, quatro semanas, cinco semanas ou seis semanas. Por via de

exemplo, um anticorpo anti-ICOS poderia ser administrado no Dia 1 de
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tratamento com um periodo intersticial de duas semanas antes do inicio da
terapia de anticorpo anti-PD1 que comecaria no Dia 14. Em um aspecto, o
tratamento com o dito anticorpo anti-ICOS continuaria com a
administracdo de uma tunica infusdo IV em um intervalo de tempo de, por
exemplo, a cada uma, duas, trés ou quatro semanas. Similarmente, o
tratamento com o dito anticorpo anti-PD1 continuaria com a administragao
de uma tnica infusdo IV em um intervalo de tempo de, por exemplo, a cada
uma, duas, trés ou quatro semanas.

[00161] Em uma modalidade, o anticorpo anti-ICOS ou porcdo de
ligacdo a antigeno do mesmo € administrado como uma infusao IV. Em
uma modalidade, o anticorpo anti-PD1 ou por¢ao de ligacdo a antigeno do
mesmo € administrado como uma infusao IV. Em uma modalidade, o
anticorpo anti-PDL1 ou por¢do de ligacdo a antigeno do mesmo €
administrado como uma infusdao I'V. Em um aspecto, o anticorpo anti-ICOS
ou porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo € administrado antes do
anticorpo anti-PD1 ou da porc¢ao de ligacdo a antigeno do mesmo ou o
anticorpo anti-PD1 ou a por¢ao de ligacao a antigeno do mesmo. Em uma
modalidade, a administracdo do anticorpo anti-PD1 ou porcdo de ligacao a
antigeno do mesmo ou do anticorpo anti-PDL1 ou por¢cdo de ligacdo a
antigeno do mesmo € iniciada em um ponto de tempo selecionado de 1
semana, 2 semanas, 3 semanas e 4 semanas depois do inicio da
administracdo do dito anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a antigeno
do mesmo. Em um aspecto, o anticorpo anti-PD1 ou por¢ao de ligacao a
antigeno do mesmo ou do anticorpo anti-PDL1 ou por¢cdo de ligacdo a
antigeno do mesmo € administrado antes do anticorpo anti-ICOS ou da
porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo. Em uma modalidade, o periodo
intersticial entre o inicio do anticorpo anti-PD1 ou terapia anti-PDLI e o
inicio da terapia com o anticorpo anti-ICOS é selecionado de 1 dia, 1

semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas € 6 semanas.
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[00162] Em uma modalidade, o anticorpo anti-ICOS ou porcdo de
ligacdo a antigeno do mesmo e o dito anticorpo anti-PD1 ou por¢ao de
ligacdo a antigeno do mesmo ou anticorpo anti-PDL1 ou porcado de ligagcao
a antigeno do mesmo sao administrados ao dito ser humano até que o dito
ser humano mostre progressdo da doenca ou toxicidade inaceitivel. Em
uma modalidade, os métodos sdo providos para o tratamento de cancer
compreendendo adicionalmente administrar pelo menos um agente anti-
neoplastico e/ou pelo menos um agente imunomodulador ao dito ser
humano.

[00163] Tipicamente, qualquer agente antineoplastico que tenha
atividade contra um tumor suscetivel sendo tratado pode ser
coadministrado no tratamento de cancer na presente invencdo. Os exemplos
de tais agentes podem ser encontrados em Cancer Principles and Practice of
Oncology por V.T. Devita, T.S. Lawrence e S.A. Rosenberg (editores), 10
edicdo (5 de dezembro de 2014), Lippincott Williams & Wilkins
Publishers. Uma pessoa de habilidade comum na técnica seria capaz de
discernir quais combinacdes de agentes seriam uteis com base nas
caracteristicas particulares dos farmacos e do cancer envolvido. Os agentes
antineoplasticos tipicos uteis na presente inven¢ao incluem, mas nao sao
limitados a, agentes antimicrotubulo ou antimitéticos tais como
diterpendides e alcaldides vinca; complexos da coordenacdo da platina;
agentes de alquilacao tais como mostardas nitrogenadas, oxazafosforinas,
alquilsulfonatos, nitrosoureias e triazenos; agentes antibidticos tais como
actinomicinas, antraciclinas e bleomicinas; inibidores da topoisomerase I
tais como camptotecinas; inibidores da topoisomerase II tais como
epipodofilotoxinas; antimetabodlitos tais como andlogos de purina e
pirimidina € compostos antifoliato; hormoénios e anilogos hormonais;
inibidores do caminho da transdu¢ao de sinal; inibidores de angiogénese da

tirosina cinase nao receptora; agentes imunoterapéuticos; agentes
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proapoptoticos; inibidores da sinalizacdo do ciclo celular; inibidores de
proteassomas; inibidores da proteina de choque térmico; inibidores do
metabolismo de cancer; e agentes de terapia génica de cincer tais como
células T geneticamente modificadas.

[00164] Os exemplos de um ingrediente ou ingredientes ativos
adicionais para o uso em combinac¢do ou coadministrados com os presentes
métodos ou combinagdes sao agentes antineoplasticos. Os exemplos de
agentes antineoplasticos incluem, mas ndao sao limitados a agentes
quimioterapéuticos; agentes imunomoduladores; imunomoduladores; e
adjuvantes imunoestimuladores.

EXEMPLOS

[00165] Os seguintes exemplos ilustram varios aspectos nao
limitantes desta invencgao.

Exemplo 1

[00166] O projeto de estudo do anticorpo anti-ICOS / anticorpo anti-
PDI1 concorrentes e estudo de dosagem em fases conduzido é mostrado na
FIG. 1. A FIG. 2 € um esquematico mostrando o procedimento de estudo
de anticorpo anti-ICOS / anticorpo anti-PD1 concorrentes e estudo de
dosagem em fases. Mostrado no fundo da FIG. 2 estd uma tabela listando
anticorpos usados no estudo. Nas FIGS. 3-7, FIGS. 8A-8C, FIGS. 9A-9C e
FIGS. 10-14, “Rt ICOS” se refere a “anticorpo anti-ICOS de rato;” “Rt
PD1” se refere a “anticorpo anti-PD1 de rato.” “Rt IgG2A” se refere a
“IgG2A de rato;” “Rt IgG2B” se refere a “IgG2B de rato.”

Monoterapia:

[00167] Como mostrado nas FIGS. 3, 4, 8B, 10 e 11, o anticorpo
ICOS anticamundongo de rato (17G9) 100 pg ou 10 pg mostrou taxa de
crescimento de tumor (FIG. 3, FIG. 4, FIG. 8B) e sobrevivéncia global
(40%) (FIG. 10, FIG. 11) similares.

[00168] O anticorpo anti-PD1 anticamundongo de rato (200 ug) nao
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teve nenhum efeito sobre a taxa de crescimento de tumor (FIG. 3, FIG. 4,
FIGS. 8A-8B). A sobrevivéncia global foi de 10% (FIG. 10, FIG. 11).
Combinacao:

[00169] No dia 10, a dosagem concorrente de anticorpo anti-ICOS
(100 pg ou 10 pg) combinada com anticorpo anti-PD1 mostrou eficicia
antitumor sinergistica comparada com o regime de dosagem mono ou em
fases (FIGS. 3-7, 8A-8C, 9A-9C).

[00170] Camundongos no Grupo 12 tratados com apresentacdo de
anti-ICOS / anti-PD1 acompanhando a dosagem mostraram aumento
surpreendente e inesperado na sobrevivéncia de longa duracdo.
Considerando a sobrevivéncia de longa duracdo de camundongo (dia 67
apos a 1?* dose), 60% dos camundongos do Grupo 12 (apresentacdo de anti-
ICOS seguida por 6 doses de anti-PD1) mostraram resposta completa (6
camundongos foram livres de tumor, 1 camundongo encontrado morto
devido aos anticorpos antifarmaco (ADA)) (FIG. 10, FIG. 12, FIG. 14).
Vinte por cento (20%) dos camundongos do Grupo 11 (apresentacdo de
anti-ICOS seguida por 6 doses de IgG2A de rato) mostraram resposta
completa (3 camundongos foram livres de tumor, 3 camundongos foram
encontrados mortos devido aos ADA) (FIG. 10, FIG. 12, FIG. 14); os
dados sdo comparaveis aos dados da monoterapia anti-ICOS. Trinta por
cento (30%) dos camundongos do Grupo 8 (apresentacdo anti-PD1 seguida
por 3 doses de anti-PD1+ IgG2b de rato) mostraram resposta completa (3
camundongos estdo livres de tumor) (FIG. 10, FIG. 12, FIG. 13); isto
mostrou melhor sobrevivéncia global do que 3 doses de anti-PD1 (10%, 1
camundongo livre de tumor). Vinte por cento (20%) dos camundongos do
Grupo 9 (apresentacdo anti-PD1 seguida por 3 doses de anti-PD1+ anti-
ICOS) mostraram resposta completa (3 camundongos foram livres de
tumor, 3 camundongos foram encontrados mortos devido aos ADA) (FIG.

10, FIG. 12, FIG. 13). Os ADA ocorreram na 4* e 5* doses.
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[00171] Os resultados aqui descritos no Exemplo 1 foram obtidos
com os seguintes materiais € métodos.

Camundongos, inocula¢ao de tumor e tratamento

[00172] Todos os estudos foram conduzidos de acordo com o GSK
Policy on the Care, Welfare and Treatment of Laboratory Animals e foram
revisados pelo Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) no
GSK ou pelo processo de revisao €tica na instituicdo onde o trabalho foi
realizado. Camundongos BALB/c fémeas de 6-8 semanas de idade
(Envigo) foram utilizados para estudos in vivo em uma instalacdo
AAALAC plenamente oficialmente reconhecida.

[00173] 5,0 x 10* células/camundongo de células de tumor de
carcinoma colonico de camundongo CT26 (ATCC CRL-2638) foram
inoculadas subcutaneamente no flanco direito. Os dados de volume de
tumor e peso corporal foram coletados usando o pacote de software Study
Director® (Studylog Systems, South San Francisco, CA, USA). O volume
de tumor foi calculado usando a férmula: Volume de tumor (mm)? = 0,52%*
1 *w? onde w = largura e 1 = comprimento, em mm, do tumor. Quando os
tumores atingiram aproximadamente 50 a 100 mm?, os camundongos foram
randomizados em varios grupos (n = 10/grupo de tratamento) com base no
volume de tumor usando o método de amostragem estratificado no
software Log® do estudo antes do inicio do tratamento. A medi¢do de
tumor de mais do que 2.000 mm?® para um camundongo individual e/ou
desenvolvimento de ulceragOes abertas no tumor e/ou perda de peso
corporal maior do que 20% resultou nos camundongos sendo removidos do
estudo. A dosagem comecou no dia da randomizag¢do. Os camundongos
receberam os anticorpos anti-ICOS de camundongo (clone 7E,17G9) e/ou
anti-PD1 de camundongo (clone RMP1-14) ou solu¢ao salina via injecdo
intraperitoneal duas vezes por semana come¢ando no dia da randomizagao

para um total de 3 doses de anti-ICOS e 3 ou 6 doses de anti-PD1 para a
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dosagem concorrente e sequencial respectivamente. De modo a avaliar a
atividade antitumoral de combinar os anticorpos monoclonais anti-ICOS e
anti-PD-1, os camundongos foram dosados duas vezes por semana com
anti-ICOS (clone 7E,17G9, IgG2b de rato 100 pg) ou seu controle de
1sotipo (IgG2b de rato 100 pg) junto com anti-PD-1 (clone RMPI1-14,
IgG2a de rato 200 pug) ou seu controle de isotipo (IgG2a de rato 200 pg)
concorrentemente. Para os experimentos envolvendo a dosagem sequencial,
a dosagem com anticorpo anti-ICOS comegou depois das 3 doses de anti-
PDI1 o que significa que as ultimas 3 das 6 doses anti-PD1 foram dadas em
combina¢do com anti-ICOS ou a dosagem anti-PD1 comecou depois que
todas as 3 doses do anticorpo anti-ICOS foram completadas. Controles de
1sOtipo apropriados também foram utilizados em um regime de dosagem
similar.

[00174] Os dados sdo plotados usando o software Graphpad® e a
andlise estatistica foi realizada pela Statistician.

Exemplo 2

Caracterizagdo de um Anticorpo agonista anti-ICOS IgG4 que evoca
ativacao de célula T e antitumor responses sozinhas e com bloqueio de PD-
1

[00175] Esta descrita no Exemplo 2 a caracterizagdo da atividade
imunoestimulatoria e antitumor de um anticorpo agonista anti-ICOS
humanizado ndo exaustiva, com uma €nfase na importancia da escolha do
1sOtipo para eficicia O6tima e prové base logica forte para explorar isto em
pacientes com cancer como um agente Unico € em combinagdo com O
bloqueio do ponto de checagem de PD-1.

[00176] O CoEstimulador de célula T Indutivel (ICOS) é um
receptor coestimulador restrito de célula T cuja expressdo € induzida nas
células T ativadas no acoplamento do receptor de célula T. NOs

demonstramos que o agonismo de ICOS evoca ativacao potente de célula
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T, mobilizacao de células T para o sitio de tumor e respostas antitumor em
modelos de camundongo singénicos. Nossos dados indicam que a escolha
de isGtipo para o anticorpo agonista € crucial para evitar a citotoxicidade
dependente de Fc e a deplecdo de células T efetoras (Tesr), como observado
com uma versdao IgGl do anticorpo testado. Além disso, nossos dados
sugerem que o nivel de expressao de ICOS nas células T reguladoras (Tip),
apesar de alto, oferece uma janela estreita para a deplecdo seletiva de Tregs
na maioria dos tumores, devido aos niveis sobrepostos de ICOS no T € a
suprarregulagem de ICOS na presenca de bloqueio do ponto de checagem.
A exploragdo de isétipos levou a selecio de um anticorpo agonista anti-
ICOS IgG4 humanizado (H2LS IgG4PE) para desenvolvimento clinico.
Nos apresentamos a caracterizagao da atividade imunolégica e potencial
terapéutico deste anticorpo agonista de ICOS, correntemente sendo
investigado sozinho e em combinacdo com pembrolizumab em um
primeiro estudo clinico em seres humanos.

Introducgao

[00177] O coestimulador de célula T indutivel (ICOS) é um receptor
coestimulador com homologia estrutural e funcional para a superfamilia
CD28/CTLA-4-1g (Hutloff, A. Nature 397: 263-266 (1999)). A expressao
de ICOS ¢é suprarregulada pela estimulacdo de antigeno e a sinalizagcdo de
ICOS induz a producdo de citocinas tanto Tyl quanto Ty2 e proliferacdo de
células T efetoras (Terr). A expressao de ICOS foi observada nas células
Tul7 em repouso, auxiliar folicular T (Ten) € T reguladoras (Tieg);
entretanto, diferente de CD28, o mesmo ndo € altamente expresso na
maioria das populagdes de célula T ingénua e de memodria no repouso
(Fazilleau, N. et al. Nat Immunol. 8(7): 753-61. (2007), Paulos, C. M. et al.
Sci Transl Med. 2(55): 55-78. (2010)). ICOS desempenha um papel crucial
na sobrevivéncia e expansdo de Te € Tr, durante uma resposta imune

(Burmeister, Y. et al. ] Immunol. 180(2): 774-82. (2008)) e foi mostrado
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ser critico para o desenvolvimento e funcdo de Tyl7 (Paulos, C. M. et al.
Sci Transl Med. 2(55): 55-78. (2010), Guedan, S. er al. Blood 124(7):
1070-80. (2014)).

[00178] Os dados emergentes de pacientes tratados com anticorpos
anti-CTLA-4 sugerem que as c€lulas T de memoria expressando ICOS
pode, ajudar a mediar as respostas imunes antitumor e a sobrevivéncia de
longa duragcdo (Liakou, C. I. et al. Proc Natl Acad Sci USA. 105(39):
14987-92. (2008); Di Giacomo, A. M. et al. Cancer Immunol Immunother.
62(6): 1021-8. (2013); Carthon, B. C. et al. Clin Cancer Res. 16(10): 2861-
71. (2010); Vonderheide, R. H. ef al. Clin Cancer Res. 16(13): 3485-94.
(2010)). ICOS foi mostrado ser critico para a atividade antitumor anti-
CTLA-4 em camundongos (Fu, T. He, Q., Sharma, P. Cancer Res. 71(16):
5445-54. (2011); Fan, X, et al. J Exp Med. 211(4): 715-25. (2014)) e
relatos anteriores sustentam o conceito de que a ativacdo de ICOS nas
células T CD4 e CD8 usando ligante de ICOS de murino recombinante tem
potencial antitumor (Ara, G. et al. Int. J Cancer. 103(4): 501-7 (2003)). O
ligante ICOS humano (ICOS-L) foi mostrado ligar tanto CTLA-4 quanto
CD28 além de ICOS, o que limita o uso potencial de ICOS-L recombinante
como um produto terapéutico nos seres humanos (Yao, S. et al. Immunity
34(5), 729-40. (2011)); necessitando um método terapéutico alternativo
para ativar ICOS em pacientes com cancer.

[00179] Aqui, nos descrevemos a caracterizacdo imunoldgica e
antitumor de um anticorpo monoclonal (mAb) agonista de IgG4 anti-ICOS
humanizado primeiro-em-classe H2L5 IgG4PE, designado para liberar
agonismo de ICOS 6timo por intermédio da ligacao cruzada do receptor Fc
gama (FcyR), com minima citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) e atividade de fagocitose; reduzindo deste modo o risco de
deplecao de Ter. Os dados pré-clinicos compreensivos aqui descritos,

sustentam o teste clinico de H2L5 IgG4PE, correntemente sendo
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investigado sozinho e em combina¢do com pembrolizumab em um estudo
clinico primeiro-em-ser humano.

Resultados

Desenvolvimento de um anticorpo monoclonal (mAb) agonista de ICOS
anti-ser humano potente e seletivo

[00180] Nos realizamos a geragdo de um mAb de ICOS agonistico
anti-ser humano pela imunizacdio de camundongos com dominio
extracelular de ICOS. Um destes mAbs foi humanizado e expresso como
um [gG4 humano com 2 mutacdes Fc (4cido glutdmico para leucina no
residuo 235) (Kabat, E. A., et al. Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Sa Ed. U.S. Dept. of Health and Human Services, Bethesda, MD,
NIH Publication no. 91-3242. (1991)) e substituicao de prolina no lugar de
serina no residuo 228 (numera¢do EU) para reduzir a troca do braco do
fragmento de ligacdo a antigeno (Fab) com IgG4 nativa (Manjula, P. et al.
The Journal of Immunology. 164: 1925-1933. (2000), Rispens, T. et al. J.
Am. Chem. Soc. 133 (26): 10302-10311. (2011)). O H2L5 IgG4PE
resultante daqui em diante aludido como “H2L5”.

[00181] H2LS5 ligou ao ICOS humano com uma afinidade de 1,34
nM (FIG. 15A), que é aproximadamente 17 vezes mais alto do que a
interacdo de ICOS-L/CD275 nativo (FIG. 15B). H2L5 nao se ligou ao
ICOS de murino ou ao CD28 ou CTLA-4 humanos, as duas proteinas
estruturalmente relacionadas mais proximas. Isto contrasta com o ICOS-L
humano nativo, que se liga tanto a CTLA-4 quanto a CD28 (Yao, S. ef al.
Immunity 34(5), 729-40. (2011)). H2L5 bloqueou a ligacdo de
ICOS/ICOS-L pela citometria de fluxo e competiu parcialmente (< 50%)
com ICOS-L na ligagdo ao ICOS nas concentracdes acima de 1 pg/mL nos
imunoensaios MSD (FIGS. 22A-22B). H2L5 também se ligou as células T
tanto CD4 quanto CD8 em amostras de PBMC ativadas de doadores

humanos saudaveis (FIG. 15C). ICOS foi anteriormente mostrado ativar
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AKT em resposta a ligacio de ICOS-L nas células T humanas
(Okamoto, N. et al. Biochem Biophys Res Commun. 310(3): 691-702.
(2003)); as células T CD4 humanas primdrias pré-ativadas demonstraram
um aumento em pAKT e pGSK3[ em resposta ao tratamento com H2L5
(FIG. 15D). H2LS5 significantemente aumentou a ativagao de célula T CD4
e CD8, quando usado em um formato ligado a placa junto com anti-CD3,
como medido pela expressdo (FIG. 15E) e proliferacao (FIG. 15F) de
CD69. Ativacdo minima foi observada com H2L5 na auséncia de
tratamento anti-CD3, indicando que o mesmo ndo tem atividade
superagonista sob estas condi¢des de ensaio.

[00182] O anticorpo H2LS5 ligado a placa induziu um aumento
dependente da dose nas citocinas Tyl, Ty2 e Tyl7, IFEN-y, TNF-a, IL-17a,
IL-10, IL-6 € a um grau menor IL-2, IL-5 e IL-13 em PBMC de doadores
sauddveis (HD) (FIG. 15G, FIG. 23A, FIG. 33). Um perfil similar de
inducdo de citocina foi observado em PBMC de pacientes NSCLC, com
indugdo forte de IFN-y e niveis mais baixos de outras citocinas incluindo
TNF-a, IL-10 e IL-2 (FIG. 15H, FIG. 34). Um aumento dependente da
dose na ativagdo de marcadores de célula T: CD25, OX40 e CD69 nas
células T tanto CD4 quanto CD8 também foi observado com HD seguindo
a estimulacdo com anti-CD3 e H2LS5 ligados a placa (FIG. 23B). Com
c€lulas T CD3* humanas isoladas, o tratamento com H2L5 levou a um
aumento significante na expressao de mRNA do fator de transcri¢ao Tyl T-
Bet (FIG. 15I) assim como a molécula citotéxica Granzime-B (FIG. 15J).
Uma diminui¢do significante na expressao de L-Selectina foi observada,
indicando uma transi¢do para um fenétipo efetor ativado (FIG. 15K). A
capacidade do anticorpo H2LS5 ligado a placa para coestimular células T
isoladas ex vivo de tumores desagregados na presenca de anti-CD3 depois
de 6 dias de cultura, também foi avaliada. Um aumento dependente da

concentra¢do e robusto em IFN-y foi observado em 9/10 doadores (FIG.
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15L), junto com a inducdo menos robusta de IL-17 e IL-10 comparado com
PBMC saudaveis, assim como niveis indetectavelmente baixos de citocinas
Tu2 (IL-5 e IL-13) (FIG. 24A-D). Aumentos significantes nos marcadores
de ativacado OX40 (FIG. 15M), CD25 (FIG. 15N) e LAG3 (FIG. 25A)
foram observados nas células T CDS8, além de um aumento modesto nas
células CD8+PD-1+ e células CD4+CD25+Foxp3+(Tr,) (FIGS. 25B-25D).
Apenas porcentagem baixa de células expressando ICOS-L foi observada
com a maioria dos doadores (FIG. 25C).

[00183] Ao todo, estes dados mostram que H2L5 é um agonista de
ICOS potente, capaz de dirigir a ativagao e proliferacao de célula T, mas
ndo € um superagonista capaz de dirigir a ativacao de célula T na auséncia
de estimulacao de TCR.

O isétipo de anticorpo e o engrenamento de FcyR sdo criticos para a fungao
de H2L5

[00184] A reticulacdo mediada por FcyR € critica para a fungdo de
anticorpo agonista (Dahal, L. N. et al.. Immunol Rev.268(1): 104-22.
(2015), Furness A. J. et al. Trends in Immunology 35(7): 290-298 (2014)).
Os resultados descritos na FIG. 15 utilizaram anticorpo ligado a placa, que
supera a necessidade quanto a reticulacdo de FcyR e sugere que um is6tipo
de anticorpo capaz de engrenar FcyR e a mediacdo da reticulacdo € chave
para se obter agonismo de ICOS 6timo. Para avaliar formalmente isto, nds
clonamos as regides varidveis de cadeia pesada e leve de H2LS5 e as
expressamos como isOtipos de IgG humana diferentes (IgGl, IgG2,
IgG4PE e IgGl deficiente em Fc [substituicdes de aminodcido (AA)
L235A e G237A) (Bartholomew, M. et al. Immunology 85(1): 41-8
(1995)). A ligagdo das variantes de is6tipo H2L5 diferentes foi determinada
contra FcyRI, FcyRIIa (H131), FcyRIla (R131), FcyRIIb, FcyRIIIa (V158) e
FcyRIIIa (F158) humanos e demonstraram padrdes esperados de ligacao

(FIG. 35). A IgG4PE conteve duas substituicdes AA de IgG4 humana
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nativa; acido glutdmico para leucina no residuo 235 (Kabat, E. A., ef al.
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a Ed. U.S. Dept. of
Health and Human Services, Bethesda, MD, NIH Publication no. 91-3242.
(1991)) e substituicdo de prolina no lugar da serina no residuo 228
(numerac¢ao EU) para reduzir a troca do brago do fragmento de ligacao a
antigeno (Fab) com IgG4 nativo (Manjula, P. et al. The Journal of
Immunology. 164: 1925-1933. (2000), Rispens, T. et al. J. Am. Chem. Soc.
133 (26): 10302-10311. (2011)) e ligacao diminuida para ativar FcyR e
Clq, enquanto retém a ligacdao ao FcyRIIb inibidor. No ensaio de PBMC o
anticorpo de IgGl H2L5 diminuiu a proliferacdo de célula T tanto CD4
quanto CD8 quando adicionado em solu¢do em mais do que 50% dos
doadores testados (FIG. 16A). Ao contrario, as variantes de isétipo
deficientes em IgG2, [gG4PE e Fc de H2L5 ndo resultaram em inibicdo
substancial da proliferacdo de célula T CD4 ou CD8 em nenhum dos
doadores testados, enquanto o formato IgG4PE de H2LS5 resultou em
proliferacdo aumentada em um subconjunto dos doadores (FIG. 16A). Nos
em seguida testamos se o efeito inibidor de IgGl de H2LS foi devido a
ADCC via células NK na mistura de PBMC. Nas PBMCs de 10 doadores
sauddveis (HD), o efeito inibidor de IgG1 de H2LS5 nas populacdes tanto
CD4 quanto CDS8 foi perdido quando as c€lulas NK foram removidas da
reunido de PBMC (FIG. 16B). As variantes de is6tipo H2L5 foram também
testadas em um ensaio reporter que detecta engrenamentos de FcyRlIlla, o
FcyR de ativagdo priméria responsédvel pela ADCC mediada por NK nos
seres humanos. Embora a IgGl de H2L5 induzisse um aumento
significante na sinalizacdo da luciferase, quando incubada com células T
ativadas, nem IgG4PE de H2L5 nem anticorpos deficientes em Fc de H2L5
induziu a sinalizagdo mediada por FcyRIlla (FIG. 26A). Adicionalmente,
IgG1 de H2LS5 induziu a morte da célula T em uma maneira dependente de

NK enquanto nem IgG4PE nem H2L5 deficiente em Fc ndo resultaram em
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nenhum aumento significante na morte de célula quando comparado com
os 1s6tipos de controle (FIG. 16C).

[00185] Estudos anteriores relataram que a densidade de receptor
pode influenciar a susceptibilidade das células T para matar pelo ADCC,
levando a deplecdo potencial preferencial de subconjuntos diferentes de
célula T, que podem diferir no microambiente tumoral comparado com o
tecido linféide (Furness A. J. et al. Trends in Immunology 35(7): 290-298
(2014)). O nivel de expressao de ICOS em CD4, CD8 e T, recém isolados
de tumores diferentes foi determinado pela citometria de fluxo. Embora
houvesse expressdo mais alta observada nas Ty, vs células T CD4 e CDS,
isto foi heterogéneo com alguns tumores mostrando niveis de sobreposi¢ao
entre estas populacoes; consequentemente, a alta expressao de ICOS ndo
fol1 um trago distinto de Ty, (FIG. 16D). Para avaliar adicionalmente a
contribuic¢do relativa de is6tipo Fc sobre a deplecao potencial pela ADCC,
as células CD4, CD8 e T, foram purificadas diretamente de pacientes com
cancer diferentes e os niveis de densidade do receptor de ICOS foi
correlacionada com a capacidade da IgG1 ou isétipo IgG4PE de H2LS para
estimular FcyRIITA em um ensaio reporter ex vivo (FIG. 16E, FIG. 26B).
As células T isoladas de tumores ndo estimularam FcyRIIla quando
incubadas com o isétipo IgG4PE de H2L5; ao passo que a incubagdo com
IgG1 de H2LS levou a alguma estimulagao (varidvel). Em alguns tumores,
o engrenamento do receptor de FcRyllla foi observado com Ty, CD4 e
CD8, especialmente nas doses de 1 a 10 ug/mL sustentando a ideia de que
a delecao de ADCC seletiva de Ty, sem afetar CD4 e CD8 pode ndo ser
universalmente possivel em todos os tumores (por exemplo células T CD4
convencionais de amostra de paciente de Mama 1001202 induziram
estimulagdo similar para a Ty, nas doses de 1 a 10 ug/ml; FIG. 16F, FIG.
26B).

[00186] Com base nos dados acima, o isOtipo selecionado para
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desenvolvimento foi o anticorpo engenheirado IgG4PE, H2LS.

H2L5 induz agonismo mediado por FcyR de ativacio de célula T
dependente de TCR.

[00187] H2L5 foi testado com células T CD4 humanas isoladas
tanto em um formato ligado a placa (anticorpo imobilizado) assim como
em solucdo. H2L5 no formato imobilizado, que simula a reticulagio
dependente de FcyR ligado a membrana, induziu niveis significantemente
maiores de IFN-y comparado com o anticorpo soluvel (FIG. 17A). A
importancia do engrenamento de FcyR para a atividade agonista de H2LS
otima foi confirmada adicionalmente em um ensaio de PBMC humana
ativada, onde H2L5 resultou em >2 vezes de indugdo de IFN-y; ao passo
que a versdao deficiente em Fc de H2L5 ndo teve nenhuma indugdo da
atividade de citocina comparada com o controle de is6tipo (FIG. 17B). As
versoes IgG4PE e deficiente em Fc de H2LS5 também foram testadas em
uma reagdo de linfécito mista (MLR) modificada. O mAb H2L5 IgG4PE
proveu >2 vezes de indugdo de IFN-y ao passo que o mAb H2L5 deficiente
em Fc ndo teve nenhuma atividade comparada com o controle de isétipo
(FIG. 17C). Em seguida, um ensaio de cocultura casado com doador de
monocito de célula T CD4 /CDI14 foi utilizado para determinar se os
monocitos expressando FcyR aumentaram o potencial agonistico de H2LS
solivel. Como o formato de ensaio MLR, H2LS5 apenas induziu IFN-y
quando testado como um is6tipo IgG4PE; o anticorpo deficiente em Fc ndo
mostrou nenhuma inducdo de citocina significante comparado com o
controle de is6tipo. A adi¢cdo de mondcitos, que sao conhecidos expressar
FcyRs incluindo isoformas de FcyRII, resultou em um aumento significante
na producdo de citocina induzida por H2L5 IgG4PE comparado com
células T sozinhas. A interacdo com FcyRIIB foi mostrada ser critica para a
atividade agonistica de outros anticorpos imunomoduladores alvejando os

receptores da familia do TNF-a assim como CD28 (Bartholomew, M. et al.
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Immunology 85(1): 41-8 (1995); Bartholomaeus, P. et al. ]
Immunol. 192(5): 2091-8. (2014)). Ao contrério, a adi¢cdo de um anticorpo
bloqueando FcyR completamente inibiu a inducdo de citocina induzida por
H2LS5 (FIG. 17D). Estes resultados indicam que H2L5 pode alcangar o
engrenamento de FcyR por intermédio de FcyRIIB como observado com
outros anticorpos agonistas de IgG4 (Bartholomaeus, P. et al. J
Immunol. 192(5): 2091-8. (2014), Hussain, K. et al. Blood 125 (1): 102-
110 (2015)), enquanto evita a morte pela ADCC de células T ICOS*, como
observado com o isétipo IgG1.

[00188] Para avaliar a sua localizacdo e mobilizacdo na superficie
celular, H2L5 foi fluorescentemente rotulado, adicionado as culturas de
célula T CD3* primdrias humanas ativadas, juntas com DCs e imageadas.
Seguindo a ligagdao, H2L5 rapidamente polarizou na superficie da célula T.
As células T mobilizadas comegaram a varrer a cultura até que a ligagcao
com uma célula dendritica (DC) foi iniciada. Em casos onde as células T
foram em contato celular com DCs, H2LL5 acumulou no ponto de contato
(FIG. 17E). Estudos adicionais usando coculturas de DC humana e células
T demonstraram que H2L5 foi rapidamente colocalizado com CD28 e a um
grau menor CD4 nos capuzes polarizados de células T ativadas assim como
nas sinapses imunes subsequentes que formaram na ligacdo da célula T as
DC (FIG. 17F). Estes resultados indicam que ICOS induz a mobilizagao de
célula T humana e € colocado na sinapse imune a seguir da ativacao de
célula T.

H2L5 induz um fenétipo de memoria efetora e atividade antitumor in vivo
[00189] A funcionalidade in vivo de H2L5 foi avaliada em uma
PBMC humana enxertada no modelo de camundongo NSG implantado
com tumores A2058. Este modelo induz uma resposta da Doenca do
Enxerto versus Hospedeiro (GVHD) e foi usado anteriormente para estudar

a atividade de célula T efetora e de memoria (23). No sangue de
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camundongos tratados com H2L5, o numero de células T humanas
diminuiu em uma maneira dependente da dose (FIG. 18A), enquanto que
um aumento correspondente na expressdo de CD69 (representando a
ativacao de célula T) foi observada (FIG. 18B). A versao deficiente em Fc
de H2LS5 mostrou tendéncias similares, se bem que mais fracas, do que
H2L5 1gG4PE sugerindo que o desaparecimento de células ndo foi devido
as ADCC. H2L5 induziu um aumento dependente da dose em células
efetoras de memoria (Tgm) CD4+CD45R0+CD62L (FIG. 18C) e células
efetoras CDS8 terminalmente diferenciadas (TEMRA) CD8*CD45RO
CD62L" (FIG. 18D). H2L5 foi em seguida testado em camundongos NSG
enxertados com PBMC humanas abrigando tumores HCT116 ou A549. A
deteccao de ligacao de H2LS as células T ICOS+ (CD4, CD8 e Tk,), por
um anticorpo rotulado fluorescente anti-IgG4 humano, foi observada no
sangue e tumor nas doses de 0,4 e a um grau menor 0,04 mg/kg
demonstrando engrenamento do alvo nos camundongos carregando os
tumores A549 (FIG. 18E, FIGS. 27A-27B). Os camundongos tratados com
anticorpo anti-PD-1 [gG4 (Keytruda) também mostraram a detec¢do de
anticorpo ligado usando o mesmo reagente de detec¢do. O tratamento de
camundongos com H2LS5 foi associado com um aumento na razao CD8: T,
nos tumores A549, compardveis aquele observado nos camundongos
tratados com anti-PD-1. (FIG. 18F). H2L5 resultou na inibicio do
crescimento de tumor significante tanto no modelo de tumor HCTI116
quanto no A549 (FIGS. 18G-18H). No modelo A549 onde a resposta de
GVHD foi menos severa, a inibicdo do crescimento de tumor resultou em
aumento dependente da dose na sobrevivéncia além de 50 dias (FIG. 18I).
Estes experimentos sugerem que as doses de 0,4 mg/kg, que correlacionam
com o engrenamento bem-sucedido do receptor ICOS, resultam em efeitos
farmacoldgicos subsequentes associados com a ativacdo de célula T no

sangue e tumor e reducado do crescimento de tumor.
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O 1s6tipo Fc de anticorpo anti-ICOS de murino influencia a eficicia em
tumores singénicos

[00190] Estudos na literatura usando CTLA-4, PD-L1, OX40 e
CD40 mostraram que a selecio do 1is6tipo Fc de mAbs pode
significantemente influenciar a eficicia em modelos de tumor diferentes
(Dahal, L. N. ef al. Immunol Rev. 268(1): 104-22. (2015), Furness A. J. et
al. Trends in Immunology 35(7): 290-298 (2014)). Para gerar um anticorpo
anti-ICOS de camundongo substituto equivalente a uma [gG4 humana em
termos de ligacdo de FcyR, (FIG. 36) o anticorpo ICOS anticamundongo
TE-17G9 foi clonado nos 1s6tipos IgG1 e mIgG2a de murino (m) e testados
em 2 modelos de tumor diferentes. O anticorpo 7E-17G9 mostrou atividade
agonistica no formato ligado a placa com anti-CD3 (FIG. 28). No modelo
EMT6 o anticorpo mlgGl mostrou maior eficicia do que a mlIgG2a
especialmente nas doses mais altas (>5 mg/kg, 100 pg/camundongo) tanto
com sobrevivéncia (FIG. 19A) quanto inibi¢do do crescimento de tumor
(FIG. 29A). Entretanto, ambos os 1sotipos mostraram eficdcia dependente
da dose apenas modesta como monoterapia no modelo CT26 (FIG. 19B,
FIG. 29B). Como descrito acima para a IgG1 humana, o anticorpo depletor
de mIgG2a pode ser menos eficaz do que o mIgG1, visto que 0 mesmo tem
o potencial para depletar tanto Ter quanto Tr,. Uma razdo CD8:Ti
significantemente mais alta (FIG. 19C) foi observada para EMT6 vs CT26,
antes do tratamento (100 mm?®) e tanto o modelo EMT6 quanto o CT26
mostraram um aumento na porcentagem de células CD4 e CD8 e Ti
positivas em ICOS em tumor vs baco (FIG. 19D, FIG. 30) mas
porcentagem mais alta de células positivas em ICOS CD8 foi observada no
baco em EMT6 vs CT26 (80% vs 10%). Embora niveis mais altos de
expressado de ICOS em T, de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs)
fossem observados tanto para tumores EMT6 quanto para CT26, os niveis

de ICOS nos TILs CDS8 foram aproximadamente 10 vezes mais altos em
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EMT6 do que CT26 (30.000 vs 3000 MFI). Isto sugere que a expressdo de
ICOS alta em CD8 tanto na periferia quanto no tumor pode estar associada
com a resposta com a atividade agonistica do anticorpo mIgG1 no modelo
EMT6 (FIGS. 19E-19G). Para explorar adicionalmente mecanismos do
mAb anti-ICOS agonista nos camundongos carregando tumores mamarios
EMT6, efeitos na diversidade de TCR foram investigados; mudancas
significantes no numero de clones de TCR circulantes tinicos € um aumento
correspondente na clonalidade de TCR no sangue de camundongos tratados
com mAb ICOS foi observado (FIGS. 31A-31C). A maioria dos clones que
expandiram no sangue de camundongo em resposta ao tratamento com
mAb agonista de ICOS também foram encontrados nos tumores (FIG.
19H). Estas verificacdes indicam que uma pequena reunido de clones de
célula T reativos em tumor expandem em resposta ao tratamento com mAb
ICOS.

Caracteriza¢do do caminho de ICOS / ICOS-L em canceres humanos
[00191] Para explorar adicionalmente a traducdo de um mAb
agonista de ICOS como um anticorpo antitumoral terapé€utico, tumores
sOlidos humanos da base de dados TCGA foram classificados pela
expressao de mRNA ICOS (FIG. 26). A expressdo mais alta foi observada
no cancer da cabeca e pescogo, gastrico, esofagico, melanoma, NSCLC,
cervical e mamario. A expressdao foi confirmada em NSCLC pelo
singleplex IHC (FIG. 32). Conforme o modo do mAb agonista de H2LS de
acdo € planejada para fenocopiar a atividade de ICOS-L, a coexpressao de
mRNA para ICOS e ICOS-L foi analisada nestes tipos de tumor
(FIG. 20A). A expressao de ICOS frequentemente ndo foi coexpressa com
ICOS-L, sustentando a hipétese de que H2L5 pudesse aumentar a
sinalizacdo de ICOS de baixo nivel nestes tumores. Nos também avaliamos
a expressdo relativa de PD-L1 nas mesmas amostras. A expressao de PD-

L1 foi associada com infiltracdo aumentada de célula T e usado como um
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biomarcador preditivo para enriquecer pacientes respondendo ao
tratamento anti-PD-1/PD-L1 em indica¢des diferentes. No geral houve uma
clara associacdo entre PD-L1 e a expressdao de ICOS mas isto foi varidvel
entre indicagdes diferentes (FIG. 20A). Estes resultados foram confirmados
pelo tingimento de IHC para a expressao de CD4, CD8 e FOXP3 e tendeu a
localizar com ICOS nos infiltrados imunes em NSCLC (FIG. 20B).

[00192] A presenca de tipos de célula chaves no microambiente
tumoral foi analisada pela citometria de fluxo em bidpsias de tipos de
tumor diferentes. Da populacdo de leucocito CD45+, as células T CD3
pareceram ser o tipo de célula dominante, variando de 20 a 80%; outros
tipos de célula tais como as células B, macrofagos, mondcitos, células NK
e DC foram também presentes (FIG. 20C). Estes tipos de células expressam
FcyR incluindo FcyRIIb, que podem prover a reticulagdo requerida para a
atividade agonistica de H2L5 no microambiente tumoral (Furness A. J. et
al. Trends in Immunology 35(7): 290-298 (2014)). A composi¢do das
subpopulacoes de célula T produziram em média CD4 (68%), CD8 (30%) e
Trg (2%) embora houvesse heterogeneidade consideravel entre tumores
diferentes. Quando tipos de tumor foram analisados separadamente, a
heterogeneidade entre CD8 e Ty, foi clara com NSCLC e RCC mostrando
uma alta razdo de CD8/T., (FIG. 20D). Andlise adicional pelo IHC
multiplex foi realizada para caracterizar a expressao ICOS de subtipos de
célula T diferentes. A coexpressio de ICOS foi observada em uma
propor¢ao de células CD3+PD-1+, especialmente na cabeca e pescoco,
esofagico, NSCLC e melanoma sustentando uma base logica para o
tratamento de combinac¢do com terapias anti-PD-1 (FIGS. 20E-20F).
[00193] Em seguida, os efeitos da coestimulacdo de H2LS5 sobre a
expressao de gene pelas células T humanas purificadas foram determinados
usando o painel de formacao de perfil Human PanCancer-Immune para

identificar uma assinatura do gene ICOS. Comparado com anti-CD3
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sozinho, 120 genes foram diferencialmente induzidos com 85
suprarregulados e 35 infrarregulados (FIG. 20G). Diversos genes ou
caminhos imunorrelacionados foram induzidos pelo H2LS5 comparado com
o anti-CD3 sozinho incluindo citocinas Tyl e quimiocinas, a fungdo e
citotoxicidade de célula T e membros da familia de TNF (FIG. 38). Os
genes de topo identificados a partir de tumores EMT6 de camundongo
tratados com 7E,17G9 que sobrepuseram com a assinatura induzida pelo
ICOS humano sao mostrados na FIG. 20H. Esta informacgao estd sendo
usada para guiar o desenvolvimento de uma assinatura transcricional de
ICOS para monitorar efeitos farmacodinamicos de H2L5 em estudos
clinicos iniciais.

O tratamento com agonista ICOS induz PD-1/PD-L1 em tumores e
demonstra atividade aumentada em combinacdo com bloqueio anti-PD-1.
[00194] PD-L1, um gene responsivo ao IFN-y conhecido, assim
como PD-1, aumentou significantemente nos tumores de camundongos
tratados com mAb de ICOS (FIGS. 21A-21B). As PBMCs humanas foram
coletadas de seis pacientes com cancer e tratados com H2LS5, que resultou
em um aumento significante na expressao de PD-1 nas células T tanto CD4
quanto CD8 (FIG. 21C). Além disso, pacientes com NSCLC e melanoma
tratados com terapias anti-PD-1 mostraram um aumento na expressao de
ICOS nas células T CD4 em sangue periférico comparado com pré-
tratamento (FIG. 21D). Portanto, nds testamos se a combinacdo com um
anticorpo bloqueador de PD-1 aumentaria a atividade antitumor do mAb
agonista de ICOS. O mAb agonista de ICOS (7E17G9 isétipo mIgG1) foi
dosado sozinho ou em combinacdo com anticorpo anti-PD-1 em
camundongos com tumores EMT6 estabelecidos (150 mm?®). A combinagio
resultou em uma resposta antitumor aumentada e sobrevivéncia de longa
duragdo (90% dos camundongos) quando comparados com tratamento de

monoterapia com os anticorpos ICOS ou PD-1 sozinhos (FIG. 21E). A
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combinac¢do de H2L5 e anti-PD-1 (pembrolizumab) também foi avaliada no
modelo de camundongo humanizado e resultou em resposta antitumor
realcada aos tumores A549 comparada com a monoterapia sozinha
(FIG. 21F). Estes dados mostram que a adicdo de um anticorpo agonista de
ICOS significantemente melhorou a atividade antitumor induzida por um
anticorpo PD-1.

[00195] H2L5 foi adicionalmente testado sozinho ou em
combinagdo com pembrolizumab em tumores primarios ressecados de 6
pacientes com NSCLC em um ensaio ex vivo. Embora o tratamento com
H2L5 sozinho resultasse em um aumento significante no IFN-y em 4/6 das
amostras de tumor NSCLC testadas, a combinacdo de H2L5 e
pembrolizumab resultou em um aumento significante no IFN-y quando
comparado com o pembrolizumab sozinho e um aumento em 5/6 amostras
quando comparada com o tratamento com H2L5 sozinho (FIG. 21G). A
combina¢do de H2L5 com pembrolizumab também foi testada em um
ensaio de MLR humano alogé€nico modificado onde o tratamento de
combinacgdo resultou em niveis de IFN-y aumentados quando comparado
com o agente sozinho em 3/3 pares de doadores sauddveis diferentes
(FIG. 21H).

Debate

[00196] NOs apresentamos a primeira caracterizagdo completa da
atividade imunoldgica e potencial terapéutico de um agonista de ICOS anti-
mAb de IgG4 humanizada primeiro-na-classe, H2L5. N6s demonstramos
que o anticorpo agonista H2L5 IgG4PE induz ativagdo e expansao clonal
significantes de células T tanto CD4 quanto CDS in vitro e in vivo. Estas
células T tém funcdo efetora aumentada através da expressao aumentada de
citocinas Tyl tais como IFN-y, assim como produ¢dao aumentada de fatores
citotoxicos tais como Granzima B. As células T ativadas pelo anticorpo

ICOS demonstraram localizacdo de tecido aumentada para tumores com
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acumulo e infiltracdo significantes resultando em respostas antitumor.
Antes dos relatos usando camundongos ICOS™ e ICOS-L” assim como
anticorpos bloqueadores para ICOS-L demonstraram a importancia de
ICOS para a expansdo, sobrevivéncia e fung¢ao de células Tgym tanto CD4
quanto CD8 em camundongos (4, 24-25). Adicionalmente, pacientes com
deficiéncia imune varidvel comum, que € distinguida por uma perda
homozigética de ICOS, foram verificados ter menos células T de memoria,
especificamente aquelas que sdo CD62L'4* (26). Nossos estudos usando
um novo anticorpo agonista humano especifico de ICOS confirmaram o
papel de ICOS para induzir esta populacdo de células T de memoria,
provendo um método terapéutico vidvel para alvejar este mecanismo
importante nos seres humanos.

[00197] No6s mostramos que a forma engendrada de IgG4 que
incorpora as mutacdes S228P e L235E (numeracdo EU) relativa a IgG4
humana nativa € o is6tipo de anticorpo preferido em relacdo a IgG1 para se
obter fun¢do agonista contra ICOS humano. Estas mudancas AA impedem
trocas heterogéneas com IgG4 nativa (Rispens, T. ef al. J. Am. Chem. Soc.
133 (26): 10302-10311. (2011)). O isétipo IgG4PE também reduziu a
ligacio ao FcyR ativador e Clq comparado com a IgGl humana,
diminuindo deste modo o potencial citotoxico de H2L5 que resultaria na
deplecdo de células T positivas em ICOS através de mecanismos
dependentes de anticorpo  ou dependentes de complemento,
respectivamente (Manjula, P. et al. The Journal of Immunology. 164: 1925-
1933. (2000)). Nossos estudos in vitro ttm mostrado que o isotipo IgG1 de
H2L5 (o isétipo inicial de H2L5 planejado para desenvolvimento) é capaz
de matar as células T CD4 e CDS8 ativadas expressando altos niveis de
ICOS, assim como reduzir a sua proliferacdo em uma maneira dependente
de NK; isto ndo foi observado com o is6tipo [gG4PE. Importantemente, o

1s6tipo IgG4PE retém a ligacdo funcional ao FcyRIIb (o FcyR inibidor),
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critico para possibilitar a atividade agonista contra diversos receptores
imunes estimulatérios (Bartholomaeus, P. ef al. J Immunol. 192(5): 2091-8.
(2014), Hussain, K. er al. Blood 125 (1): 102-110 (2015), Aalberse, R. C. e
Schuurman, J. Immunology 105(1): 9-19. (2002); Schuurman J. e Parren P.
W. Curr Opin Immunol. (2016); White A. L. et al. J Immunol. 187(4):
1754-63. (2011); White A. L. et al. J Immunol 193 (4): 1828-1835 (2014);
Dahal R. et al. Cancer Cell. 29(6): 820-31. (2016); Yu X. et al. Cancer Cell
33 (4): 664-675 (2018)), que também podem ser essenciais para a atividade
agonista de ICOS e associados com efeitos antitumor nos seres humanos. A
selecdo do 1s6tipo IgG4PE foi sustentada adicionalmente pelos estudos in
vivo usando o anticorpo substituto antimurino ICOS 7E17G9, onde o
1sotipo IgG1l de murino mostrou maior eficicia do que a delecdo do
anticorpo IgG2a no modelo singénico EMT6. A IgG1 de murino tem um
perfil similar a I[gG4 humana, com baixa ligacdo para ativar receptores de
FcyR, embora retenha a ligacdo a alguns receptores de Fcy incluindo,
FcyRIIB inibidor e induzindo a reticulagdo dependente de Fc para melhorar
o agonismo do anticorpo anti-ICOS; ao passo que a IgG2a de murino pode
ligar o FcyR ativador, igual a IgG1 humana e € capaz de mediar a delegdo
eficaz. Estudos realizados com CTLA-4, PD-L1, OX40 e CD40 mostraram
que a selecdo do isétipo Fc de mAbs pode significantemente influenciar a
eficicia em modelos de tumor diferentes; entretanto, isto precisa ser
otimizado para cada alvo, dependendo dos niveis de expressao relativa nos
diferentes tipos de célula (por exemplo CD8 vs Tesr vs Treg) € modo de agado
do anticorpo (agonismo/delecdo) e especificidade de epitopo (Dahal, L. N.
et al. Immunol Rev. 268(1): 104-22. (2015), Furness A. J. et al., Trends in
Immunology 35(7): 290-298 (2014), Yu X. et al. Cancer Cell 33 (4): 664-
675 (2018)). Tumores humanos ex vivo cont€ém propor¢des varidveis de
células B, macréfagos e DCs, conhecidos expressar FcyRIIB, que € critico

para mediar a reticulacdo de FcyR requerida para H2L5 no microambiente
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tumoral (Furness A. J. et al. Trends in Immunology 35(7): 290-298 (2014),
Hussain, K. et al. Blood 125 (1): 102-110 (2015), Aalberse, R. C. e
Schuurman, J. Immunology 105(1): 9-19. (2002); Schuurman J. e Parren P.
W. Curr Opin Immunol. (2016); White A. L. et al. J Immunol. 187(4):
1754-63. (2011); White A. L. et al. J Immunol 193 (4): 1828-1835 (2014);
Dahal R. et al. Cancer Cell. 29(6): 820-31. (2016); Yu X. et al. Cancer Cell
33 (4): 664-675 (2018)). Um equilibrio no favorecimento de FcyRIIB
inibidor vs FcyR ativador € frequentemente observado no ambiente
imunossupressivo de tumores humanos, que pode favorecer a reticulagao
de H2L5 e realcar a sua atividade agonista (Furness A. J. et al. Trends in
Immunology 35(7): 290-298 (2014), Dahal, L. et al. Cancer Research 77
(13) 3619-3631 (2017)).

[00198] Dada a atividade agonistica de H2LS5 descrito acima, um
fator que deve ser considerado, € a expressdo de ICOS nas células Ty, nO
microambiente tumoral. A relacdo de subconjuntos de células T positivas
em ICOS sobre a resposta ao anticorpo substituto 7E,17E7 IgG1 de murino
nos modelos de tumor de murino EMT-6 e CT26 foi explorada. Uma razao
mais alta de ICOS+ CD8:T, fo1 observada na linha de base no modelo
EMT6 vs CT26 em tumores, que pode ser um fator condutor para a eficicia
maior no modelo EMT6 observada com 7E,17G9 IgG1. Similarmente, no
modelo de camundongo humanizado, a reducdo de tumor pelo H2LS foi
associada com uma razdo CD8: T, aumentada. Neste modelo, a resposta ao
tratamento com monoterapia de H2LS5 foi similar ao tratamento anti-PD-1.
Estes resultados sugerem que a presenca de Ty, positivo em ICOS ndo
impede a capacidade de um agonista de ICOS de prover beneficio
terapéutico.

[00199] Tumores humanos expressam proporc¢oes variaveis de Tesr €
Treg CD4 € CD8, com variabilidade consideravel entre tipos de tumor. A

porcentagem de células positivas em ICOS e o nivel de expressao de ICOS
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foi verificada ser heterogénea entre tipos diferentes de célula, com uma
tendéncia para niveis mais altos de ICOS no T, embora em muitos
pacientes haja sobreposicao entre a expressao de ICOS no T vs células T
CD4 e CDS. O is6tipo IgGl mas ndo o isétipo IgG4 do anticorpo anti-
ICOS H2LS5 foi capaz de ligar e induzir a ativagdo do ensaio repérter da
luciferase de FcyRIIIA com T, purificado ex vivo e em algum grau células
CD8 e CD4. Embora a atividade mediada pela IgGl neste sistema de
ensaio fosse verificada correlacionar com a densidade do receptor de ICOS,
como foi relatado com outros alvos tais como CTLA-4, OX40 e GITR (19),
a expressao diferencial de ICOS na T, vs Terr fo1 menos proeminente.
Além disso, visto que a expressdo de ICOS no Ter € realcada com
tratamento anti-PD-1 e anti-CTLA-4, isto sugere que possa nao haver uma
janela terapéutica grande para os isOtipos IgG1 para mediar a deplecao
seletiva de T, em relacdo ao T in vivo. Com base nos dados descritos
acima, as estratégias para o desenvolvimento de H2LS5 incluem selecao de
tipos de tumor que tenham uma alta razdo CD8:T.,, e alta expressao de
ICOS nas células T CD8, (por exemplo, NSCLC) e desenvolvimento de
combinacdes razodveis com agentes que diminuam a abundéncia de Ty, ou
limitem a sua fungao.

[00200] Um parceiro de combinagdo racional sustentado pelos
nossos dados € um anticorpo bloqueador PD-1/PD-L1. O tratamento com
anticorpo agonista de ICOS significantemente induziu PD-1 nas células T
humanas assim como a expressdao de PD-1 e PD-L1 em tumores de
camundongos tratados; além disso, o tratamento anti-PD-1 também foi
mostrado induzir a expressdo de ICOS nas células Teir CD4 € CDS. Igual a
atividade combinatdria observada nos camundongos, o agonista de ICOS
humano H2L5 em combinacdo com o anticorpo bloqueador PD-I,
pembrolizumab, demonstrou produ¢ao de citocina aumentada em relagao a

cada agente sozinho em ensaios de célula imune humana ex vivo. Esta
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inducdo robusta de IFN-y pelo H2LS5 IgG4PE sustenta a base 16gica de
combinacdo de anti-PD-1 visto que o IFN-y é conhecido atuar na
retroalimentacio negativa pela suprarregulagem de PD-L1 (Mandal, M. et
al. Clinical Cancer Research 22(10): 2329-2334).

[00201] O tratamento com agente unico com anticorpos anti-PD-1
ou anti-PD-L1 tem demonstrado taxas de resposta entre 15 e 30% através
de muitos tumores soOlidos (por exemplo vesical, cabeca e pescogo,
pulmonar) (Hoos, A. Nat. Rev. Drug Disc. 15(4): 235-47. (2016)). Os
dados clinicos emergentes usando anticorpos PD-1 ou PD-L1 em
combinacdo com outros agentes tem mostrado sinais de atividade
aumentada em alguns cendrios, entretanto com toxicidade substancial
adicionada em alguns casos (Larkin, J. et al. N Engl J Med. 373: 23-34.
(2015); Forde P.M., et al. New England Journal of Medicine (2018); Xu,
X. et al. Int. J Cancer. 142: 2344-2354 (2018)). Diversos biomarcadores
preditivos tém mostrado mecanismo de resposta e resisténcia ao tratamento
anti-PD-1 e sustentam a base 16gica para combinagdes (Gibney G. T. et al.
Lancet Oncology 17(12): 542-551(2016); Tumeh P. C. et al. Nature. 515
(7528): 568-71. (2014); Taube, T. M. et al. Clin. Cancer Research. 20 (19):
5064-5074 (2014)). Foi mostrado que a carga mutacional tumoral, ¢ um
correlato da geracdo de neoantigenos que estimulam a expansao do
repertorio especifico de tumor enddgeno e estd associado com a resposta a
terapia anti-PD-1 (Schumacher, T. N. e Schreiber, R. D. Science 348: 69-
74 (2015)). A clonalidade e o grau de infiltracdo de célula T em tumores
foram recentemente mostrados ser um prognosticador positivo importante
para resultados de imunoterapia em cancer (Xu, X. et al. Int. J Cancer. 142:
2344-2354 (2018)). Nossas veriricagoes demonstram que com 0 anticorpo
substituto de murino, clones de TCR foram expandidos e compartilhados
tanto entre sangue quanto tumor. Além disso, H2L5, que induz a

proliferacdo, expansdo e infiltracio em tumor das células T, pode ser

Peticdo 870190125633, de 29/11/2019, pag. 99/201



88 /98

complementar a outros agentes imunoterapéuticos com mecanismos
distintos de agao.

Os resultados descritos no Exemplo 2 foram obtidos usando os seguintes
materiais € métodos:

Materiais e Métodos

Anticorpo H2L5 humanizado

[00202] H2L5 é uma variante humanizada do clone mAb de murino
4222 obtido do laboratério de Daniel Olive, Institut Paoli-Calmettes,
INSERM (Marseille, Franca). O anticorpo de murino foi gerado usando
tecnologia de hibridoma padrao pela imuniza¢cdo de camundongos BALB/c
intraperitonealmente com ICOS-Fc humano recombinante usando células
COS7.

Linhagens de célula e culturas de célula primaria

[00203] As linhagens de célula de tumor de murino EMT6 (ATCC#
CRL-2755) e CT26 (ATCC# CRL-2638) e linhagens de célula humanas
A549 (ATCC# CCL-185) A2058 (ATCC# CRL-11147), HCT116 (ATCC#
CCL-247) foram expandidas e congeladas na recepcdo e usadas em
passagem baixa (< 10 passagens) para inoculagdo aos camundongos. Antes
do uso in vivo, as linhagens de célula foram testadas pela PCR e
confirmadas negativas quanto aos patégenos incluindo micoplasma usando
o painel CLEAR inclusivo de camundongo/rato (Charles River Research
Animal Diagnostic Services).

[00204] Todo o material de paciente foi obtido com o consentimento
por escrito informado apropriado de acordo com as diretrizes do GSK
human biological sample management (HBSM) e SOP. O sangue integral
em tubos de heparina so6dica (BD Biosciences) e tecidos de tumor
cirurgicamente ressecados de pacientes com cancer foram obtidos da
Avaden Biosciences (Seattle) enviados durante a noite por correspondéncia

postal. As células T primérias ou PBMC de doadores humanos saudaveis
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foram purificadas a partir do sangue integral coletado em tubos com
heparina sédica nas unidades de doacdo de sangue na GSK com
consentimento apropriado e de acordo com as diretrizes da GSK HBSM.
As PBMC foram isoladas pela centrifugacdo de gradiente de densidade
através de Histopaque. As células T foram isoladas pela selecdo negativa
usando o kit Dynabeads® Untouched® Human T Cell (Life Technologies)
ou kits de enriquecimento de célula T CD4 ou CD8 humana RosetteSep
(StemCell) para ensaio de ligacdo e funcionais. As células T isoladas foram
pré-ativadas com anti-CD3 (clone OKT3, eBioscience) e anti-CD28 (clone
CD28,2, eBioscience) ligados a placa durante 48 a 96 horas para
suprarregular a expressao de ICOS.

Camundongos, inocula¢ao de tumor e tratamento

[00205] Todos os estudos foram conduzidos de acordo com as
diretrizes da GSK no Care, Welfare and Treatment of Laboratory Animals
e foram revisados pelo Institutional Animal Care and Use Committee na
GSK ou pelo processo de revisao €tica na instituicdo onde o trabalho foi
realizado. Camundongos BALB/c fémeas de 6 a 8 semanas de idade
(Harlan/Envigo) foram utilizados para os estudos in vivo em uma instalacao
AAALAC totalmente reconhecida. 5 x 10* células/camundongo de
carcinoma coldnico de camundongo CT26 ou 1 x 10° células de tumor de
carcinoma mamdario de camundongo EMT6 foram inoculados
subcutaneamente no flanco direito. Antes do inicio de tratamento, os
camundongos (n = 10/grupo de tratamento) foram randomizado com o
pacote de software Study Director (Studylog Systems) quando os tumores
atingiram 100 mm® a menos que de outro modo especificado. ANOVA foi
usado para garantir similaridade entre os grupos (P>0,9). O investigador do
estudo foi cego durante a alocacdo de grupo e avaliou o resultado final para
garantir que as distribui¢des de grupo fossem aceitdveis para o inicio do

estudo (P>0,9).
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[00206] Com base na variabilidade interindividuo nas taxas de
crescimento de tumor de 5 estudos separados no modelo singénico CT26,
10 camundongos por grupo foram justificados como o numero ideal
necessario para observar um efeito de tamanho de aproximadamente 0,8
entre os grupos de controle e tratados com farmaco e para gerar dados
estatisticamente significantes.

[00207] Os camundongos carregando tumor receberam o anti-ICOS
de camundongo (clone 7E,17G9) em fundos isotipicos diferentes ou H2L5
e/ou anti-PD-1 de camundongo (clone RMP1-14) ou um controle de isétipo
em solucgdo salina por intermédio da injecdo intraperitoneal duas vezes por
semana comeg¢ando no dia da randomizacao para um total de 6 doses. A
medicdo de tumor de mais do que 2.000 mm?® para um camundongo
individual e/ou desenvolvimento de ulceragOes abertas resultaram nos
camundongos sendo removido do estudo.

Estudos de ligacao

[00208] A afinidade e cinéticas da ligacdo de H2LS5 ao ICOS
humano ou de cinomolgo extracelular recombinante rotulado com Fc de
coelho (gerado internamente) foram determinadas usando um Biacore®
T200 (GE Healthcare®). Os dados de ligacido de ICOS foram ajustados a
um modelo de cinética 1:1 usando o software de analise de dados T200. A
ligacao da superficie celular de H2L3S tanto as células T CD4 e CDS8 recém
isoladas 1nativadas quanto CD3/CD28 ativadas foi determinada por
intermédio da detec¢do de FITC de IgG anti-ser humano, de cadeia leve
capa (Sigma) ligando ao H2L5 pela citometria de fluxo.

Anticorpos

[00209] Os seguintes anticorpos anti-ser humano foram usados para
a analise de citometria de fluxo, CD4 (RPA-T4, BD Biosciences), CD8
(RPA-TS8, Biolegend), CD69 (FN50, Biolegend), OX40 (ACT-35,
eBioscience), Ki67 (B56, BD Biosciences), ICOS (ISA3, eBioscience). Os
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seguintes anticorpos anticamundongo foram usados para a andlise de
citometria de fluxo: CD3 (145-2C11, BD Biosciences), CD4 (RM4-5, BD
Biosciences), CD8 (53-6,7, BD Biosciences), CD25 (PC61, BD
Biosciences), CD44 (IM7, Biolegend), CD62L (MEL14, BD Biosciences),
FOXP3 (Fjk-16s, eBioscience), ICOS (C398.,4a, Biolegend), Ki67 (16A8,
Biolegend). A apoptose foi medida usando o kit Annexin V com 7-AAD
(Biolegend). Para a andlise de citometria de fluxo do modelo de
camundongo com PBMC humana os seguintes anticorpos foram usados:
CD45 (HI30, BD Biosciences), CD3 (UCHT1, Biolegend), CD4 (SK3, BD
Biosciences), CD45RO (UCHLI1, Biolegend), CD62L (SKI11, BD
Biosciences). p-AKT (S473, #4060 e T308, #13038), Akt total (#9272),
pGSK3-a (#5558), GSK3-a total (#12456), pS6 (S235/236, #2211 e
S240/244, #5364), S6 total (#2317) e pERK (#9101) (todos da Cell
Signaling Technology) foram usados para Western Blots.

Ensaio de ADCC

[00210] PBMC integral ou PBMC esgotada em NK foram ativadas
com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 ligados a placa. As células foram
incubadas com anticorpos anti-ICOS (H2L5 IgG1, H2LS5 IgG4PE e H2L5
Fc-deficiente) ou anticorpos de controle na concentragdo final de 10 pg/mL
durante 24 horas. As células foram tingidas com anticorpos anti-CDS8 e
CD4 seguido pela incubacdo com corante NIR Live/Dead (Invitrogen). As
células tingidas foram analisadas pela citometria de fluxo (FACSCanto, BD
Biosciences) para medir a morte de célula T com base no tingimento com
corante de célula NIR Live/Dead.

[00211] No bioensaio reporter de engrenamento de FcyRIlla
(Promega), células T CD4 anti-CD3/CD28 pré-ativadas foram incubadas
com os anticorpos anti-ICOS e de controle durante 45 minutos antes da
adicao de células efetoras Jurkat-FcyRIITA-NFAT-luciferase em uma razao

de célula E:T de 6:1. Reagente de luciferase A-GLO foi adicionado a cada
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poco depois de 6 horas de tratamento e a intensidade de luminescéncia
medida para determinar o engrenamento entre as células T alvos e as
células efetoras em uma leitora de placas Victor (Perkin Elmer). As
populacdes de CD4, CD8 e T, foram purificadas a partir de cada PBMC
de doador pré-ativadas com anti-CD3/CD28 ou células de tumor
desagregadas e testadas diretamente ex vivo na razdo E:T de 6:1 na
presenca de anticorpos H2L5 IgG1 ou IgG4PE.

Ensaios funcionais

[00212] H2L5 foi testado em ensaios de PBMC humanas em um
formato ligado a placa com estimulacdo de CD3 concorrente usando
PBMC recém isoladas ou em um formato solivel em PBMC pré-
estimulada com CD3/CD28 como descrito mais no principio. Para PBMC
de pacientes com cancer, uma etapa de repouso durante a noite foi incluida
antes do inicio do tratamento. 10 ug/mL de pembrolizumab soluvel foram
usados nos ensaios in vitro para estudar os efeitos de combinacdo. As
concentracdes de citocina nos sobrenadantes destes ensaios foram medidos
usando kits de detec¢do de mesoescala (MSD) multiplex humana (Meso
Scale Diagnostics) encomendados com antecedéncia.

[00213] Os mondcitos humanos foram isolados do sangue integral
de doadores humanos sauddveis, usando MicroBeads CD14 (Miltenyi
Biotec) para o ensaio de cultura mista de célula T:mondcito. A célula T e
monocitos foram igualados por doador. As células T CD3/CD28 pré-
estimuladas e mondcitos foram misturados na razao 2:1 em meios livres de
soro AIM-V e cultivados juntos com dynabeads anti-CD3 (Life
Technologies), 100 IU de IL-2 recombinante humana e 100 ng/ml de M-
CSF (Peprotech) antes da incubacdo com H2LS5 solivel ou outros
anticorpos de controle a 37°C durante 4 dias. 20 ug/mL de bloco Fc
humano (B564220) (BD biosciences) ou mAb anti-CD32 (MCA1075EL,
Clone AT10) (AbD serotec) foram usados para testar o papel da reticulagao
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de FcyR.

[00214] Para os ensaios de MLR, mondcitos (LLonza, Suica) foram
cultivados em meios LGM-3 (Lonza) suplementados com GM-CSF e IL-4
(Pepro Tech) durante 9 dias para diferenciar em mDCs e TNFa (R&D
Systems) por um dia adicional antes de usar no ensaio MLR. A mistura de
mDC-célula T (razdo 1:10) foi tratada com 10 pg/mL de H2LS5 soluvel
deficiente em Fc ou os anticorpos de controle de isétipo cada um na
presenca de granulos anti-CD3 em uma razdo 1:10 de granulo para célula
(Life Technologies) ou mistura de peptideo CEFT (0,02 pg/mL) (JPT
Peptide Technologies) durante 4 dias antes de coletar os sobrenadantes para
andlise de citocina pelo MSD.

[00215] Os tumores priméarios de paciente foram dissociados usando
o dissociador de tecido GentleMACS (Miltenyi Biotec). TIL foram
expandidos em meios RPMI suplementados com IL-2 (Baldan et al., 2015)
antes de tratar com anti-CD3 mais H2L5. Alternativamente, as células
dissociadas de tumor foram diretamente cultivadas ex vivo durante até 6
dias a seguir da estimulacdo com anti-CD3 mais H2LS5 com 100 ng/ml de
IL-2 adicionados depois de 24 horas.

[00216] Para os ensaios de PBMC testando isétipos H2L5
diferentes, cones de leucdcito anonimizados de doadores saudaveis foram
obtidos da National Blood Service at Southampton General Hospital, UK e
usados dentro de 4 horas. O uso de amostras humanas foi aprovado pelos
comités de €tica locais de acordo com a Declara¢ao de Helsinki. As PBMC
foram i1soladas pela centrifugacdo de gradiente de densidade (Lymphoprep)
e cultivadas em meio RPMI 1640 (Life Technologies) suplementadas com
glutamina (2 mM), piruvato de sédio (1 mM), penicilina e estreptomicina
(100 IU/mL) a 37°C em 5% de CO,.

[00217] Os ensaios de proliferacio foram realizados como

anteriormente detalhados (35). Em resumo, PBMC frescas foram rotuladas
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com 1 uM de éster succinimidilico de carboxifluoresceina (CFSE) e
cultivadas em alta densidade (1x107/mL) durante 48 horas antes das
estimulacdes de anticorpo. Para a estimulacdo de PBMC, as células foram
transferidas para dentro de placas de 96 pogos de fundo redondo a 1 x 10°
por poco e estimuladas com 1 pg/ml de OKT3 (ligado a placa) e 5 pug/ml de
mAbs H2L5 (solivel). No dia 6, as células foram rotuladas com anti-CD8-
e450 (SK-1, eBioscience) e anti-CD4-APC (RPA-T4, Insight
Biotechnology) e a proliferacdo avaliada pela diluicdo com CFSE em um
citbmetro de fluxo FACSCantoll (BD Biosciences). Os resultados sao
expressos como% de células divididas comparadas com as células nao
estimuladas. A deplecao de NK foi realizada usando microgranulos CD56
(Miltenyi Biotec) de acordo com as instrucoes do fabricante apos 48 horas
de cultura de alta densidade (Hussain et al. Blood 2014).

Estudos de imunofluorescéncia

[00218] As células T nao estimuladas e CD3/CD28 estimuladas
foram bloqueadas com Fc com 20 ug/mL de bloco Fc humano (B564220)
(BD biosciences) ou mAb anti-CD32 (MCA1075EL, Clone AT10) (AbD
serotec) para testar o papel da reticulagdo com FcyR e depois tratadas com
6 ug/mL de anticorpo rotulado frio (anti-ICOS ou controle de isétipo
IgG4PE) em gelo durante 1 hora. As células foram lavadas em tampao frio
e transferidas a 37°C durante varios tempos (0, 5, 15, 30 minutos e 1 hora)
para permitir o trafico de proteina antes de fixar com 4% de
paraformaldeido (Sigma) recém preparados. Amostras 1 ou 2 horas depois
do pulso inicial a 37°C foram repulsadas com anti-ICOS rotulado com
Alexa Fluor 647 durante 30 minutos a 37°C, lavadas e fixadas em
paraformaldeido. As células foram transferidas para laminulas revestidas
com Poli-L-lisina durante 15 minutos e depois mantadas em laminas em
ProLong Gold com DAPI (Invitrogen). A andlise das amostras foi realizada

usando um microscopio ZEISS LSMS510 Meta Confocal com uma lente de
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imersao em Oleo 63X.

Expressdo de gene de célula T humana

[00219] Sangue integral foi obtido de doadores voluntérios
sauddveis (n = 6) na Unidade de Doacao de Sangue no local da GSK e as
células T foram purificadas usando RosetteSep® Human T-Cell Enrichment
Cocktail (Stemcell Technologies) como descrito acima. As células foram
recolocadas em suspensdo (5 x 10° células/mL) em meio de cultura AIM-V
(Gibco) e incubadas em placas de 96 pocgos (Falcon) que foram
sequencialmente pré-revestidas com 0,6 pg/mL. de mAb CD3 anti-ser
humano de camundongo (eBioscience) e 10 pg/mL de ICOS anti-ser
humano ou mAbs de controle de isétipo correspondentes —IgG2 a k de
camundongo (eBioscience) e IgG4PE. Depois de 24 horas de incubacdo a
37°C e 5% de CO,, as células foram pelotizadas, colocadas em suspensio
em tampao RLT (Qiagen) e armazenadas a -80°C para isolacao de RNA. O
RNA total foi extraido usando o Kit RNeasy Mini QIAcube (Qiagen). Os
niveis de expressio de RNA foram determinados pelo NanoString
nCounter Analysis System. 50 ng de RNA foi usado em cada reacao para a
assinatura de gene usando NanoString Human PanCancer Immune
profiling CodeSet de acordo com as instru¢des do fabricante. Os dados
brutos foram normalizados usando controles positivos embutidos € genes
de manutencdo (nCounter Expression Data Analysis Guide, NanoString).
ArrayStudio (OmicSoft) e GraphPad Prism (GraphPad Software) foram
usados para a analise adicional e graficos.

Ensaio de competi¢ao de ICOS/ICOS-L

[00220] Placas MSD foram incubadas durante a noite a 4°C com 10
ug/mL de proteina ICOS recombinante (R&D Systems) diluidos em PBS.
As placas foram lavadas e bloqueadas antes da adicdo de controle de
isétipo ou H2LL5 em uma curva de dose de 7 pontos. Depois da incubagao

durante a noite e lavagens, as placas foram incubadas com 1 ug/mL de
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ligante de ICOS humano (B7-H2) (R&D Systems) seguido pela incubagao
com 10 pg/mL de ligante de anticorpo ICOS anti-ser humano biotinilado
(B7-H2) (R&D Systems). Estreptavidina sulforrotulada a 10 pg/mL em
Diluente 100 foi usada para a deteccao do ligante biotinilado. As placas
foram lidas imediatamente a seguir da adi¢ao de tampao de Leitura MSD
em um MSD MESO Quick Plex SQ 120 e os dados analisados no software
MSD workbench. A citometria de fluxo também foi usada para investigar a
competicao entre ICOS de superficie celular expressos pelas células T anti-
CD3/CD28 ativadas e ICOS-L pela H2L5. As células T ativadas foram
incubadas com concentragdes diferentes de ICOS-L recombinante e depois
incubadas com H2L5 e o MFI das células ICOS CD4+ e ICOS CD8+
determinado.

Modelo de Camundongo com PBMC Humana

[00221] Camundongos NOD/SCID/IL-2Rynulos adultos
imunodeficientes (NSG) (Jackson Labs) foram injetados com PBMC
humana (20 x 10° por camundongo) pela inje¢do intravenosa via a veia da
cauda. Os camundongos foram implantados com linhagens de célula de
tumor humana A2058, A549, HCT116 (1 x 10° 1 a 3 dias ap6s a inje¢do
de PBMC humana; camundongos foram administrados com controle de
1sotipo ou anticorpos ICOS anti-humanos nas doses variando de 0,004
mg/kg a 1,2 mg/kg pela injecao intraperitoneal duas vezes por semana
durante 3 semanas. Os camundongos carregando tumor receberam os
anticorpos anti-ICOS de camundongo (clone 7E,17G9) em fundos de
1sotipo diferentes ou H2LS e/ou Pembrolizumab (Merck; NDC#0006-3026-
02) ou controles de is6tipo em solucdo salina via injecao intraperitoneal
duas vezes por semana come¢ando no dia da randomiza¢do durante um
total de 6 doses. As medi¢des de tumor de mais do que 2.000 mm? para um
camundongo individual e/ou desenvolvimento de ulceracdes abertas

resultaram nos camundongos sendo removidos do estudo.
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[00222] Os bacos e sangue integral foram coletados apds a
eutanizacdo em 24 horas apos a 2% ou 4* dose de anticorpos. Esplendcitos
foram isolados pela dissociacdo mecanica seguida pela lise de RBC com
tampao de lise LCK (Lonza) e tingimento de anticorpo ao passo que o
sangue integral foi tingido com os anticorpos apropriados antes da lise de
RBC com FACSlyse (BD Biosciences). Todas as amostras foram avaliadas
pela citometria de fluxo no FACScanto (BD) como descrito abaixo.
Western Blotting

[00223] As células T ativadas foram tratadas com H2L5 ou um
controle de isétipo durante até 48 horas. As células T CD4+ foram pré-
estimuladas com CD3/CD28 Dynabeads® (ThermoFisher) em uma razio de
célula para granulo de 1:20 durante 48 horas, deixadas repousar na
auséncia de estimulacdo durante 24 horas e depois tratadas com anticorpo
de controle de is6tipo ou H2LS5 (10 pg/mL) na presenca de anticorpo anti-
CD3 ligado a placa. As células foram lisadas com tampao de lise de célula
(Cell Signaling Technologies) contendo inibidores de protease e fosfatase
(Roche). 25 a 30 pg de proteina foram conduzidos em 4 a 12% de géis Bis-
Tris (Invitrogen) e transferidos sobre membranas de nitrocelulose
(Invitrogen). As membranas foram bloqueadas usando Tampao de
Bloqueio LI-COR Odyssey e subsequentemente imunomanchados usando
os anticorpos primdrios € secunddrios € escaneados em um sistema de
imageamento LI-COR Odyssey.

Analise de FACS

[00224] A ligacdo ndo especifica sobre as cé€lulas T ativadas foi
bloqueada pela incubagdo com bloco Fc de ser humano ou camundongo
(Miltenyi Biotec) como apropriado antes da incubacdo com anticorpos de
deteccao para marcadores de superficie celular conjugados com fluoréforos
diferentes em gelo durante 30 minutos. Para o tingimento intracelular, as

células foram fixadas e permeabilizadas usando o conjunto Transcription
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Factor Buffer (BD biosciences). Depois da compensac¢do, os dados foram
adquiridos em FACS Canto II ou Fortessa (BD biosciences) e analisados
com o software FACSDiva (BD) ou Flowjo (Treestar).

Imunohistoquimica

[00225] A deteccao pela imunohistoquimica de ICOS em cancer
pulmonar de célula ndo pequena (NSCLC), cancer mamadrio (BrCA)
TNBrCa e cancer colorretal (CRC), foi realizada usando um mAb CD278
anti-ser humano de coelho (clone SP98; Spring Biosciences) on um Leica
Bond RX com reagentes de plataforma associados. DAB (3,3’-
diaminobenzidina) foi usado para a deteccdo alvo. Sec¢des foram
contratingidas com Hematoxilina (Todas as barras de escala = 20 um).
[00226] A plataforma Clarient MultiOmyx (Neogenomics,
Califérnia), um ensaio de imunofluorescéncia multiplexado (SE) foi usado
para avaliar a expressao de ICOS, PD-1, CD3, CD4 e CD8 entre outros
marcadores de célula T nos tecidos de tumor FFPE obtidos de fornecedores
aprovados pelo grupo GSK HBS como descrito acima. O processo iterativo
incluiu uma rodada de tingimento com um anticorpo conjugado a Cy3 e
Cy5 cada um e imageamento, seguido pela inativacdo do corante,
imageamento de fundo de fluorescéncia e subtracdo do fundo antes de
repetir este ciclo para todos os marcadores no painel.

Analise estatistica

[00227] Testes de ANOVA de uma via ou t de Student foram usados
como especificado na legenda da figura. Os dados foram analisados com o
software GraphPad Prism (GraphPad) e os valores p de <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. (* P< 0,05; ** P<0,01; *** P<

0,005; *#**P<0,0001).
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REIVINDICACOES

I. Método para tratar cancer em um paciente em
necessidade do mesmo, caracterizado pelo fato de que o método
compreende administrar ao paciente uma quantidade eficaz de um agente
direcionado ao ICOS humano e uma quantidade eficaz de um agente
direcionado ao PD1 humano ou PD-L1 humano sequencialmente, em que a
administracdo do agente direcionado ao ICOS humano € seguido pela
administracdo do agente direcionado ao PD1 humano ou PD-L1 humano.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o agente direcionado ao ICOS humano € um anticorpo
anti-ICOS ou porcao de ligacdo a antigeno do mesmo.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo anti-ICOS € um agonista de ICOS.

4. Método de acordo com a reivindicagdio 2 ou 3,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo anti-ICOS compreende um
dominio Vg compreendendo uma sequéncia de aminodcido pelo menos
90% 1déntica a sequéncia de aminoacido apresentada na SEQ ID NO:7; e
um dominio Vi compreendendo uma sequéncia de aminodcido pelo menos
90% idéntica a sequéncia de aminoicido como apresentada na SEQ ID
NO:8.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
2 a 4, caracterizado pelo fato de que o anticorpo anti-ICOS compreende um
dominio Vg compreendendo a sequéncia de aminodcido apresentada na
SEQ ID NO:7 e um dominio Vp compreendendo a sequéncia de
aminodcido como apresentada na SEQ ID NO:8.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o agente direcionado ao PD1 humano é um anticorpo anti-
PD1 ou por¢do de ligagao a antigeno do mesmo.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado
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pelo fato de que o anticorpo anti-PD1 € um antagonista de PD1.

8. M¢étodo de acordo com a reivindicagcio 6 ou 7,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo anti-PD1 € pembrolizumab.

9. Método de acordo com a reivindicagdio 6 ou 7,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo anti-PD1 € nivolumab.

10. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o agente direcionado ao PD-L1 humano € um anticorpo
anti-PD-L1 ou porc¢do de ligacao a antigeno do mesmao.

11. Método de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo anti-PD-L1 € um antagonista de PD1.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
1 a 11, caracterizado pelo fato de que o agente direcionado ao ICOS
humano ou anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a antigeno do mesmo
¢ administrado uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas, uma
vez a cada tr€s semanas ou uma vez a cada quatro semanas.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
1 a 12, caracterizado pelo fato de que o agente direcionado ao PD1 humano
ou PD-L1 humano ou anticorpo anti-PD1 ou porcdo de ligacdo a antigeno
do mesmo ou anticorpo anti-PD-L1 ou por¢ao de ligacdo a antigeno do
mesmo € administrado uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas,
uma vez a cada trés semanas ou uma vez a cada quatro semanas.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
1 a 13, caracterizado pelo fato de que o cincer € selecionado a partir do
grupo consistindo em cancer colorretal (CRC), gastrico, esoféagico,
cervical, vesical, mamario, da cabeca e pesco¢o, ovariano, melanoma,
carcinoma de célula renal (RCC), célula escamosa EC, carcinoma
pulmonar de célula ndo pequena, mesotelioma, cancer pancredtico e
prostatico.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
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1 a 14, caracterizado pelo fato de que o agente direcionado ao ICOS
humano ou anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a antigeno do
mesmo, ¢ administrado como uma infusao intravenosa (IV).

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
26 a 33, caracterizado pelo fato de que o agente direcionado ao PDI1
humano ou PDL1 humano ou anticorpo anti-PD1 ou por¢do de ligaciao a
antigeno do mesmo ou anticorpo anti-PDL1 ou por¢cdo de ligacdo a
antigeno do mesmo, € administrado como uma infusao intravenosa (IV).

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
1 a 16, caracterizado pelo fato de que o inicio de administragdo do agente
direcionado ao PD1 humano ou PDL1 humano ou anticorpo anti-PD1 ou
porcdo de ligacao a antigeno do mesmo ou anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao
de ligacdo a antigeno do mesmo, € iniciado em um ponto de tempo
selecionado dentre 1 semana, 2 semanas, 3 semanas € 4 semanas depois do
inicio da administracdo do agente direcionado ao ICOS humano ou
anticorpo anti-ICOS ou porcao de ligacdo a antigeno do mesmo.

18. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
1 a 17, caracterizado pelo fato de que o agente direcionado ao ICOS
humano ou o anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a antigeno do
mesmo e o agente direcionado ao PD1 humano ou PDL1 humano ou o
anticorpo anti-PD1 ou porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo ou o
anticorpo anti-PDL1 ou por¢do de ligacdo a antigeno do mesmo, sdo
administrados ao dito ser humano até que o dito ser humano mostre
progressao da doenga ou toxicidade inaceitavel.

19. Anticorpo anti-ICOS ou fragmento de ligacdo a antigeno
do mesmo e um anticorpo anti-PD1 ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, caracterizado pelo fato de ser para uso sequencial no tratamento de
cancer em um ser humano em necessidade do mesmo, em que a

administracdo do anticorpo anti-ICOS € seguida pela administracdo do
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anticorpo anti-PDI1.

20. Anticorpo anti-ICOS ou fragmento de ligacdo a antigeno
do mesmo e um anticorpo anti-PD-L1 ou fragmento de ligacdo a antigeno
do mesmo, caracterizado pelo fato de ser para uso sequencial no tratamento
de cancer em um ser humano em necessidade do mesmo, em que a
administracdo do anticorpo anti-ICOS € seguida pela administracdo do
anticorpo anti-PD-L1.

21. Anticorpo anti-PD1 ou anticorpo anti-PD-L1 de acordo
com a reivindicacdo 15 ou 16, caracterizado pelo fato de que o anticorpo
anti-PD1 ou anticorpo anti-PD-L1 € um antagonista de PD-1.

22. Anticorpo anti-PD1 de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 19 e 21, caracterizado pelo fato de que o anticorpo anti-PD1
€ pembrolizumab.

23. Anticorpo anti-PD1 de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 19 e 21, caracterizado pelo fato de que o anticorpo anti-PD1
¢ nivolumab.

24. Anticorpo anti-ICOS de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 19 a 23, caracterizado pelo fato de que o anticorpo anti-
ICOS € um anticorpo agonista direcionado a ICOS.

25. Anticorpo anti-ICOS de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 19 a 24, caracterizado pelo fato de que o anticorpo anti-
ICOS compreende um dominio Vy compreendendo uma sequéncia de
aminodcido pelo menos 90% idéntica a sequéncia de aminodcido
apresentada na SEQ ID NO:7; e um dominio V. compreendendo uma
sequéncia de aminodcido pelo menos 90% idéntica a sequéncia de
aminodcido como apresentada na SEQ ID NO:8.

26. Anticorpo anti-ICOS de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 19 a 25, caracterizado pelo fato de que o anticorpo anti-

ICOS compreende um dominio VH compreendendo a sequéncia de
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aminodcido apresentada na SEQ ID NO:7 e um dominio V.
compreendendo a sequéncia de aminoicido como apresentada na SEQ ID
NO:8.

27. Anticorpo anti-ICOS de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 19 a 26 19 a 2, caracterizado pelo fato de que o anticorpo
anti-ICOS € administrado uma vez por semana, uma vez a cada duas
semanas, uma vez a cada tr€s semanas ou uma vez a cada quatro semanas.

28. Anticorpo anti-PD1 ou um anticorpo anti-PD-L1 de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 19 a 27, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo anti-PD1 ou anticorpo anti-PD-L.1 é administrado
uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas, uma vez a cada trés
semanas ou uma vez a cada quatro semanas.

29. Anticorpo anti-ICOS e anticorpo anti-PD1 de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 19 e 21 a 28 ou um anticorpo anti-
ICOS e anticorpo anti-PD-L1 de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 20 a 29, caracterizado pelo fato de que o cancer é
selecionado a partir do grupo consistindo em cancer colorretal (CRC),
gastrico, esofagico, cervical, vesical, mamario, da cabeca e pescoco,
ovariano, melanoma, carcinoma de célula renal (RCC), célula escamosa
EC, carcinoma pulmonar de célula ndao pequena, mesotelioma, cancer
pancredtico e prostatico.

30. Uso de um anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a
antigeno do mesmo e um anticorpo anti-PD1 ou por¢dao de ligacdo a
antigeno do mesmo, caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um
medicamento para o tratamento de cancer, em que o anticorpo anti-ICOS
ou por¢do de ligacdo a antigeno do mesmo e um anticorpo anti-PDI1 ou
porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo sdo sequencialmente administrados
e em que a administracdo do anticorpo anti-ICOS ou porcdo de ligacdo a

antigeno do mesmo € seguida pela administracdo do anticorpo anti-PD1 ou
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porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo.

31. Uso de um anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a
antigeno do mesmo e um anticorpo anti-PDL1 ou por¢do de ligacdo a
antigeno do mesmo, caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um
medicamento para o tratamento de cancer, em que o anticorpo anti-ICOS
ou por¢ao de ligacdo a antigeno do mesmo e um anticorpo anti-PDL1 ou
porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo sdo sequencialmente administrados
e em que a administracdo do anticorpo anti-ICOS ou porcdo de ligacdo a
antigeno do mesmo € seguida pela administragdo do anticorpo anti-PDL1
ou por¢ao de ligacao a antigeno do mesmo.

32. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que codifica
um anticorpo anti-ICOS ou por¢do de ligacdo a antigeno do mesmo, em
que o anticorpo anti-ICOS ou por¢do de ligacdo a antigeno do mesmo €
sequencialmente administrado a um paciente com cancer com um anticorpo
anti-PD1 ou por¢ao de ligacdo a antigeno do mesmo e em que a
administracdo do anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a antigeno do
mesmo € seguido pela administracdo do anticorpo anti-PD1 ou porcado de
ligacao a antigeno do mesmo.

33. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que codifica
um anticorpo anti-ICOS ou por¢do de ligacdo a antigeno do mesmo, em
que o anticorpo anti-ICOS ou por¢do de ligagdo a antigeno do mesmo €
sequencialmente administrado a um paciente com cancer com um anticorpo
anti-PDL1 ou por¢do de ligacdo a antigeno do mesmo e em que a
administracdo do anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a antigeno do
mesmo € seguido pela administracdo do anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao de
ligacao a antigeno do mesmo.

34. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que codifica
um anticorpo anti-PD1 ou porc¢do de ligacdo a antigeno do mesmo, em que

o anticorpo anti-PD1 ou porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo €
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sequencialmente administrado a um paciente com cancer com um anticorpo
anti-ICOS ou por¢cao de ligacdo a antigeno do mesmo € em que a
administracdo do anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a antigeno do
mesmo € seguida pela administragdo do anticorpo anti-PD1 ou porcado de
ligacao a antigeno do mesmao.

35. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que codifica
um anticorpo anti-PDL1 ou porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo, em
que o anticorpo anti-PDL1 ou porcdo de ligacdo a antigeno do mesmo €
sequencialmente administrado a um paciente com cancer com um anticorpo
anti-ICOS ou por¢cao de ligacdo a antigeno do mesmo € em que a
administracdo do anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de ligacdo a antigeno do
mesmo € seguida pela administracdo do anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao de
ligacao a antigeno do mesmao.

36. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende o
polinucleotideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 32 a
35.

37. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que
compreende o vetor como definido na reivindicacado 36.

38. Método para fabricar um anticorpo anti-ICOS ou por¢ao
de ligacdo a antigeno do mesmo, caracterizado pelo fato de que o método
compreende a) cultivar uma célula hospedeira compreendendo o
polinucleotideo como definido na reivindicagdo 32 ou 33 sob condicdes
adequadas para expressar o anticorpo anti-ICOS ou porcdo de ligacdo a
antigeno do mesmo; e b) isolar o dito anticorpo anti-ICOS ou por¢ao de
ligacao a antigeno do mesmao.

39. Método para fabricar um anticorpo anti-PD1 ou por¢ao
de ligacdo a antigeno do mesmo, caracterizado pelo fato de que o método
compreende a) cultivar uma célula hospedeira compreendendo o

polinucleotideo como definido na reivindicagdo 34 sob condicoes
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adequadas para expressar o anticorpo anti-PD1 ou por¢do de ligacdo a
antigeno do mesmo; e b) isolar o dito anticorpo anti-PD1 ou por¢ao de
ligacao a antigeno do mesmo.

40. Método para fabricar um anticorpo anti-PDL1 ou por¢ao
de ligacdo a antigeno do mesmo, caracterizado pelo fato de que o método
compreende a) cultivar uma célula hospedeira compreendendo o
polinucleotideo como definido na reivindicagdo 35 sob condicoes
adequadas para expressar o anticorpo anti-PDL1 ou por¢do de ligacdo a
antigeno do mesmo; e b) isolar o dito anticorpo anti-PDL1 ou porcao de

ligacao a antigeno do mesmo.
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TIPO DE TUMOR |N° TOTAL| ICOS+(N] ICOS+ (PER )
H&N 426 187 36.9%
GASTRICO 285 75 26.3%
ESOFAGICO 70 17 24.3%
MELANOMA (M) 295 69 234%
NSCLC(AD) 501 112 224%
NSCLC(SCC) 488 85 174%
CERVICAL 185 32 17.3%
MAMARIO 1048 162 15.5%
BEXIGA 244 35 14.3%
RCC 522 64 12.3%
MELANOMA (P) 82 7 8.5%
PANCREAS 85 1 8.2%
COLON 446 A 7.6%
TIREOIDE 408 34 6.8%
HCC 191 1 58%
SARCOMA 103 4 3.9%
OVARIANO 412 13 3.2%
PROSTATA 33 10 30%
ENDOMETRIAL 532 15 2.8%
RETAL 163 4 25%
GBM 156 0 0.0%

FIG. 37
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RESUMO

METODOS PARA TRATAR CANCER, PARA FABRICAR UM
ANTICORPO ANTI-ICOS OU PORCAO DE LIGACAO A ANTIGENO
DO MESMO, PARA FABRICAR UM ANTICORPO ANTI-PD1 OU
PORCAO DE LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO, PARA
FABRICAR UM ANTICORPO ANTI-PDLI OU PORCAO DE
LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO, ANTICORPO ANTI-ICOS OU
FRAGMENTO DE LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO E UM
ANTICORPO ANTI-PDI OU FRAGMENTO DE LIGACAO A
ANTIGENO DO MESMO, ANTICORPO ANTI-ICOS OU
FRAGMENTO DE LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO E UM
ANTICORPO ANTI-PD-L1 OU FRAGMENTO DE LIGACAO A
ANTIGENO DO MESMO, USO DE UM ANTICORPO ANTI-ICOS OU
PORCAO DE LIGACAO A ANTIGENO DO MESMO E UM
ANTICORPO ANTI-PD1 OU PORCAO DE LIGACAO A ANTIGENO
DO MESMO, POLINUCLEOTIDEO, VETOR, E, CELULA
HOSPEDEIRA

A presente invencdo prové métodos para tratar cancer em
um paciente em necessidade do mesmo, o método compreendendo
administrar ao paciente uma quantidade eficaz de um agente direcionado ao
ICOS humano e uma quantidade eficaz de um agente direcionado ao PD 1
humano ou PD-L1 humano sequencialmente. A presente invengdao também
prové um anticorpo anti-ICOS ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo e um anticorpo anti-PD1 ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo para o uso sequencial no tratamento de cancer em um ser humano
em necessidade do mesmo. A presente inven¢ao prové um anticorpo anti-
ICOS ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo € um anticorpo anti-
PD-L1 ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo para uso sequencial

no tratamento de cancer em um ser humano em necessidade do mesmo.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

9 CAC13057 902EAS5T7

Campo 2

7D 12E48C5D1E9AG6B

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 9920431375.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 29/11/2019
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 15:28:12
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 9CAC13057902EA57
- Campo 2: 7D12E48C5D1E9A6B
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