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DESCRIPCION
Combinacién de antagonista de TIM-4 y antagonista de PD-1 y métodos de uso
Antecedentes

El National Cancer Institute ha estimado que solo en Estados Unidos, 1 de cada 3 personas se vera afectado con
cancer durante su vida. Ademas, aproximadamente del 50 % al 60 % de las personas que contraen cancer
finalmente sucumbirdn a la enfermedad. Una vez que las células tumorales escapan del sitio primario, pasan a
través del sistema linfatico y/o circulatorio y, en Ultima instancia, unas pocas se establecen en sitios distantes para
dar metastasis, y el 95 % de las muertes por tumores sélidos en el mundo desarrollado se deben a metastasis.

Kim et al. (Clin. Cancer Res.; 23(1) (2017)) describen una terapia combinada con anti PD-1, anti TIM-3 y radiacion
focal que dio como resultado la regresién de gliomas murinos.

Koyama et al. (Nat. Commun. 7:10501 doi: 10.1038/ncomms10501 (2016)) describen que la resistencia adaptativa al
bloqueo terapéutico de PD-1 esta asociada con la regulacién positiva de los puntos de control inmunitarios
alternativos.

Sakuishi et al. (J. Exp. Med.; Vol. 207 N.° 10, 2187-2194 (2010)) describen que el direccionamiento combinado de
las vias TIM-3 y PD-1 es mas eficaz para controlar el crecimiento tumoral que el direccionamiento de cualquiera de
las vias por separado.

Baghdadi et al. (Cancer Immunol Immunother; 62:629-637 (2013)) describen que el bloqueo combinado de TIM-3 y
TIM-4 aumenta la eficacia de la vacuna contra el cancer contra los melanomas establecidos.

La amplia aparicién de tumores cancerosos subraya la necesidad de mejorar los regimenes anticancerosos. Sin
embargo, a pesar de los avances en la terapia multimodal, los aumentos en la supervivencia general en pacientes
con céancer han sido limitados. Por consiguiente, un objetivo de la presente invencién es proporcionar métodos
mejorados para tratar sujetos con dichos tumores.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores han descubierto por primera vez que la administracién conjunta de un antagonista de TIM-
4 (por ejemplo, un anticuerpo) y un anti antagonista PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo) inhibe eficazmente el
crecimiento tumoral in vivo, incluso sinérgicamente. Por consiguiente, un objeto de la presente invencién es
proporcionar medios mejorados para tratar a sujetos con cancer. Especificamente, un objeto de la invencién es
proporcionar regimenes de tratamiento combinado eficaces en donde un antagonista de TIM-4 se combine con un
anti antagonista PD-1 para el tratamiento del cancer.

La presente invencion se refiere a una combinacién de un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y un anticuerpo anti
antagonista de TIM-4 para su uso en un método para el tratamiento del cancer en un sujeto mediante la
administracién conjunta de una cantidad eficaz de un antagonista de PD-1 y un antagonista de TIM-4, en donde el
método da como resultado que ambos anticuerpos antagonistas estén presentes simultaneamente en el sujeto.

Los antagonistas de TIM-4 incluyen ligandos, anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales y anticuerpos
biespecificos) y agentes multivalentes, un ligando no activador o un compafiero de unién a ligando (por ejemplo, una
molécula pequefia, un emulador de PS genomanipulado o TIM-1 soluble, u otra proteina de unién). De acuerdo con
la invencién reivindicada, el antagonista de TIM-4 es un anticuerpo anti antagonista de TIM4. En una realizacion, el
antagonista de TIM-4 es un anticuerpo que se une a un epitopo dentro del dominio IgV de TIM-4. En otra realizacién,
el antagonista de TIM-4 es un anticuerpo tal como 9F4, RMT4-53, RMT4-54, F31-563 0 21T112.

Un anticuerpo anti TIM-4 de ejemplo contiene cadenas pesadas y ligeras que comprenden las CDR de cadena
pesada y ligera de 9F4, RMT4-53, RMT4-54, F31-563 0 217112, y opcionalmente comprende una regién marco con
al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la regién marco del anticuerpo
correspondiente. Los anticuerpos anti TIM-4 también pueden comprender dominios variables de cadena pesada y
ligera que son al menos aproximadamente un 90 %, 95 % o 99 % idénticos a los del anticuerpo 9F4, RMT4-53,
RMT4-54, F31-563 0 21T112. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti antagonista de TIM-4 compite por la
unién con, y/o se une al mismo epitopo en TIM-4 que, 9F4, RMT4-53, RMT4-54, F31-563 0 21T112.

Los antagonistas de PD-1 incluyen ligandos, anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales y anticuerpos
biespecificos), y agentes multivalentes. De acuerdo con la invencidn reivindicada, el antagonista de PD-1 es un
anticuerpo anti antagonista de PD-1. En una realizacién, el anticuerpo anti antagonista de PD-1 es MK-3475 o CT-
011.

Un anticuerpo anti PD-1 de ejemplo es 5C4 (denominado 5C4 en el documento WO 2006/121168; también conocido
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como MDX-1106, ONO-4538 y nivolumab) que comprende cadenas pesadas y ligeras que tienen las secuencias que
se muestran en las SEQ ID NO: 11 y 12, respectivamente, o fragmentos de unién a antigeno y variantes de los
mismos. En otras realizaciones, el anticuerpo comprende las CDR o regiones variables (VR) de cadena pesada y
ligera de 5C4. Por consiguiente, en una realizacion, el anticuerpo comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de
la region VH de 5C4 que tienen la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 13, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3
de la regién VL de 5C4 que tienen la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 15. En otra realizacién, el anticuerpo
comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada que tienen las secuencias expuestas en las SEQ
ID NO: 17, 18 y 19, respectivamente, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera que tienen las
secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 20, 21 y 22, respectivamente. En otra realizacién, el anticuerpo
comprende las regiones VH y/o VL que tienen las secuencias de aminoécidos expuestas en la SEQ ID NO: 13 y/o la
SEQ ID NO: 15, respectivamente. En otra realizacion, el anticuerpo comprende las regiones variables de cadena
pesada (VH) y/o variables de cadena ligera (VL) codificadas por las secuencias de acidos nucleicos expuestas en la
SEQ ID NO: 14 y/o la SEQ ID NO: 16, respectivamente. En otra realizacién, el anticuerpo compite por la unién con
y/o se une al mismo epitopo en PD-1 que los anticuerpos mencionados anteriormente. En otra realizaciéon, el
anticuerpo tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos de la regién
variable con los anticuerpos mencionados anteriormente (por ejemplo, al menos aproximadamente un 90 %, 95 % o
un 99 % de identidad de la regién variable con la SEQ ID NO: 13 0 SEQ ID NO: 15).

En el presente documento se describe un anticuerpo anti PD-L1, tal como MEDI4736 (también conocido como anti
B7-H1) o MPDL3280A (también conocido como RG7446). Un anticuerpo anti PD-L1 de ejemplo es 12A4
(denominado 12A4 en el documento WO 2007/005874 y la Patente de EE. UU. N.°7.943.743). El anticuerpo
comprende las CDR o VR de cadena pesada y ligera de 12A4. Por consiguiente, el anticuerpo puede comprender
los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de la regiéon VH de 12A4 que tienen la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1,
y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién VL de 12A4 que tienen la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 3.
El anticuerpo puede comprender los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada que tienen las secuencias
expuestas en las SEQ ID NO: 5, 6y 7, respectivamente, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera que
tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 8, 9y 10, respectivamente. El anticuerpo puede comprender las
regiones VH y/o VL que tienen las secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 3,
respectivamente. El anticuerpo puede comprender las regiones variables de cadena pesada (VH) y/o variables de
cadena ligera (VL) codificadas por las secuencias de acidos nucleicos expuestas en la SEQ ID NO: 2 y/o la SEQ ID
NO: 4, respectivamente. El anticuerpo puede competir por la unién con y/o se une al mismo epitopo en PD-L1 que
los anticuerpos mencionados anteriormente. El anticuerpo puede tener al menos aproximadamente un 90 % de
identidad de secuencia de aminoacidos de la regién variable con los anticuerpos mencionados anteriormente (por
ejemplo, al menos aproximadamente un 90 %, 95 % o un 99 % de identidad de la regién variable con la SEQ ID NO:
10 SEQ ID NO: 3).

En una realizacién, la invencién proporciona la combinacién de un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y un
anticuerpo anti antagonista de TIM-4 para su uso en un método para tratar el cAncer en un sujeto, comprendiendo el
método administrar al sujeto una cantidad eficaz de un antagonista de PD-1 y un antagonista de TIM-4, en donde

(a) el antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti PD-1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una
regién variable de cadena pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y los dominios CDR1,
CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 15; y
(b) el antagonista de TIM-4 es un anticuerpo,

en donde el método da como resultado que ambos anticuerpos antagonistas estén presentes simultdneamente en el
sujeto.

En otra realizacién, la invencién proporciona una combinaciéon de un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y un
anticuerpo anti antagonista de TIM-4 para su uso en un método para tratar el cAncer en un sujeto, comprendiendo el
método administrar al sujeto una cantidad eficaz de un antagonista de PD-1 y un antagonista de TIM-4, en donde

(a) el antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti PD-L1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en
una regién variable de cadena pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1, y los dominios
CDR1, CDR2 y CDR3 en una regidn variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID
NO: 3,y

(b) el antagonista de TIM-4 es un anticuerpo,

en donde el método da como resultado que ambos anticuerpos antagonistas estén presentes simultdneamente en el
sujeto.

La eficacia de la combinacidn para su uso en los métodos de tratamiento proporcionados en el presente documento
se puede evaluar usando cualquier medio adecuado. En una realizacién, el tratamiento produce al menos un efecto
terapéutico seleccionado del grupo que consiste en reduccién del tamafio de un tumor, reduccién del nimero de
lesiones metastésicas en el tiempo, respuesta completa, respuesta parcial y enfermedad estable. En otra realizacién,
la administracién de un antagonista de PD-1 y un antagonista de TIM-4 da como resultado una reduccién de al
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menos 1, 1,25, 1,50, 1,75, 2, 2,25, 2,50, 2,75, 3, 3,25, 3,5, 3,75 0 4 veces en el volumen del tumor, por ejemplo, en
relacién con el tratamiento con el antagonista de PD-1 o el antagonista de TIM-4 solo, o en relacién con el volumen
del tumor antes del inicio del tratamiento. En otra realizacidén, la administracién del antagonista de PD-1 y del
antagonista de TIM-4 da como resultado una reduccién de al menos 1, 2 o, mas preferentemente, 3 veces del
volumen del tumor, por ejemplo, en relacidén con el tratamiento con el antagonista de PD-1 o el antagonista de TIM-4
solo, o en relacion con el volumen del tumor antes del inicio del tratamiento. En una realizacién adicional, la
administracién de un antagonista de PD-1 y un antagonista de TIM-4 da como resultado una inhibicion del
crecimiento del tumor de al menos el 50 %, 60 %, 70 % o el 80 %, por ejemplo, en relacién con el tratamiento con el
antagonista de PD-1 o el antagonista de TIM-4 solo, o en relacién con el volumen del tumor antes del inicio del
tratamiento. En determinadas realizaciones, el volumen del tumor se reduce en un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o
mas, por ejemplo, con respecto al tamafio del tumor antes del inicio del tratamiento.

La combinacién del antagonista de PD-1 y el antagonista de TIM-4 de acuerdo con la invencién se puede administrar
segln una via de dosificacién adecuada (por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intratecal o
subcutanea). El antagonista y el agonista también se pueden administrar de acuerdo con cualquier programa
adecuado. Por ejemplo, el antagonista y el agonista se pueden administrar simultaneamente en una sola
formulacion. Como alternativa, el antagonista y el agonista se pueden formular para administracién separada, en
donde se administran de forma concurrente o secuencial. En una realizacién, el antagonista de PD-1 se administra
antes de la administracién del antagonista de TIM-4. En otra realizacién, el antagonista de TIM-4 se administra antes
de la administracion del antagonista de PD-1. En una realizacién adicional, el antagonista de TIM-4 y el antagonista
de PD-1 se administran simultdneamente.

En una realizacién, el cancer es un cancer seleccionado del grupo que consiste en carcinoma, sarcoma, blastoma,
linffoma y leucemia. En una realizacién, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmén
microcitico, cancer de pulmén no microcitico, cancer gastrointestinal, céncer colorrectal, cdncer de estémago,
carcinoma de colon y glioblastoma. En otra realizacién, el cancer se selecciona del grupo que consiste en leucemia
mieloide crénica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda positiva para el cromosoma Filadelfia
(LLA Ph+), carcinoma de células escamosas, cancer de pulmdn microcitico, cancer de pulmdn no microcitico,
glioma, cancer gastrointestinal, cdncer de rifién, cancer de ovario, cancer de higado, cancer colorrectal, cancer de
endometrio, cancer de rifién, cancer de prostata, céncer de tiroides, neuroblastoma, céancer de pancreas,
glioblastoma multiforme, céncer de cuello del Utero, cancer de estémago, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de
mama, carcinoma de colon y cancer de cabeza y cuello, cancer gastrico, tumor de células germinales, sarcoma
pediétrico, linfocitos citoliticos naturales sinonasales, mieloma multiple, leucemia mielégena aguda (LMA) y leucemia
linfocitica crénica (LLC).

Se pueden administrar agentes y terapias adicionales junto con los agonistas y antagonistas descritos en el presente
documento. En una realizacién, la combinacién es para su uso en métodos que comprenden la administraciéon de un
agente terapéutico adicional (por ejemplo, una citotoxina o un agente quimioterépico).

También se proporcionan en el presente documento composiciones que comprenden un anticuerpo anti antagonista
de PD-1 y un anticuerpo anti antagonista de TIM-4. En una realizacién, el antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti
PD-1 que comprende las CDR o VR de cadena pesada y ligera de 5C4.

Se proporcionan ademas kits para tratar un cancer en un sujeto, comprendiendo el kit:

(a) una dosis de un antagonista de PD-1;

(b) una dosis de un antagonista de TIM-4; y

(c) instrucciones para usar el antagonista de PD-1 y el antagonista de TIM-4 en los métodos descritos en el presente
documento, en donde el antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti antagonista de PD-1y el

antagonista de TIM-4 es un anticuerpo anti antagonista de TIM-4. En una realizacidén particular, el antagonista de
PD-1 es un anticuerpo anti PD-1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de
cadena pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una
regién variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 15.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 representa una alineacién de las secuencias de aminoacidos de las isoformas 1 y 2 de TIM-4
humano.

La figura 2 representa la alineaciéon de las secuencias de aminoacidos de ortélogos de TIM-4 de macaco
cangrejero, ratén y ser humano.

Las figuras 3A-E son graficos que representan las poblaciones de células mieloides en el bazo y tumores de
ratones después de la administracién de un control, un anticuerpo antagonista de TIM-4, un anticuerpo
antagonista de PD-1 o0 una combinacién de un anticuerpo anti PD-1 y un anticuerpo anti TIM-4.
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Las figuras 4A-F son graficos que representan las poblaciones de células CD8+ en el bazo y tumores de ratones
después de la administracién de un control, un anticuerpo antagonista de TIM-4, un anticuerpo anti PD-1 o una
combinacién de un anticuerpo anti PD-1 y un anticuerpo anti TIM-4.

Las figuras SA-F son gréaficos que representan las poblaciones CD4+ en el bazo y tumores de ratones después
de la administracién de un control, un anticuerpo antagonista de TIM-4, un anticuerpo anti PD-1 o una
combinacién de un anticuerpo anti PD-1 y un anticuerpo anti TIM-4.

Las figuras 6A-D son gréaficos que representan el volumen tumoral (mm?®) en ratones individuales después de la
administracién de un control, un anticuerpo antagonista de TIM-4, un anticuerpo anti PD-1 o0 una combinacién de
un anticuerpo anti PD-1 y un anticuerpo anti TIM-4.

Las figuras 7A-B son gréaficos que representan el volumen tumoral (mm?®) medio y la mediana en ratones después
de la administracién de un control, un anticuerpo antagonista de TIM-4, un anticuerpo anti PD-1 o una
combinacién de un anticuerpo anti PD-1 y un anticuerpo anti TIM-4.

La figura 8 es un grafico que representa los volimenes tumorales (mm?3) el dia 28 en ratones en ratones después
de la administracién de un control, un anticuerpo antagonista de TIM-4, un anticuerpo anti PD-1 o una
combinacién de un anticuerpo anti PD-1 y un anticuerpo anti TIM-4.

La figura 9 (A) es un grafico que representa las tasas de supervivencia de los ratones después de la
administracién de un control, un anticuerpo antagonista de TIM-4, un anticuerpo anti PD-1 o0 una combinacién de
un anticuerpo anti PD-1 y un anticuerpo anti TIM-4 en el modelo animal CT26; y (B) es una tabla que indica la
tasa de supervivencia media de cada grupo de tratamiento.

La figura 10 es un grafico que representa el porcentaje de las tasas de supervivencia libre de progresién de los
ratones después de la administracién de un control, un anticuerpo antagonista de TIM-4, un anticuerpo anti PD-1
0 una combinacién de un anticuerpo anti PD-1 y un anticuerpo anti TIM-4 en el modelo animal MC38.

La figura 11 muestra el volumen tumoral medio en relacién con los dias posteriores al implante en los ratones
que participaron en el experimento que se muestra en la figura 10.

La figura 12A-C muestra los volumenes tumorales individuales en relacién con los dias posteriores al implante en
los ratones que participaron en el experimento que se muestra en las figuras 10y 11.

Descripcion detallada de la invencién

Como se describe en el presente documento, la invencién se basa en el descubrimiento de que la administracién
conjunta de un antagonista de TIM-4 (por ejemplo, un anticuerpo) y un antagonista de PD-1 (por ejemplo, un
anticuerpo) inhibe eficazmente el crecimiento tumoral in vivo, incluso sinérgicamente. Por consiguiente, la presente
invencién proporciona una combinacién de un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y un anticuerpo anti antagonista
de TIM-4 para su uso en un método para el tratamiento del cancer en un sujeto que comprende administrar a un
sujeto (por ejemplo, un ser humano) una cantidad eficaz del anticuerpo antagonista de PD-1 y el anticuerpo
antagonista de TIM-4, en donde el método da como resultado que ambos anticuerpos antagonistas estén presentes
simultdneamente en el sujeto.

|. Definiciones

Para que la presente descripcién pueda ser més facilmente comprensible, en primer lugar, se definen determinados
términos. Se exponen definiciones adicionales a lo largo de la descripcidn detallada. A menos que se definan de otro
modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado que
entiende comlUnmente un experto en la técnica, y se emplean métodos convencionales de inmunologia, quimica de
proteinas, bioquimica, técnicas de ADN recombinante y farmacologia.

Como se usan en el presente documento, las formas en singular "un”, "una", "el" y "la" incluyen referencias en plural,
a menos que el contexto indique claramente lo contrario. El uso de "0" 0 "y" significa "y/o" a menos que se manifieste
lo contrario. Ademas, el uso de la expresién "que incluye", asi como otras formas, tales como "incluyen", "incluye" e
"incluido”, no es limitante.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" cuando se hace referencia a un valor
medible, tal como una cantidad, y una duracién temporal, pretende abarcar variaciones de 20 % o *10 %, més
preferentemente +5 %, incluso més preferentemente +1 % y aln mas preferentemente +0,1 % con respecto al valor
especificado, ya que dichas variaciones son apropiadas para realizar los métodos divulgados. A menos que se
indique lo contrario, todas las cifras que expresan cantidades de ingredientes, propiedades tales como peso
molecular, condiciones de reaccién, etc., que se usan en el presente documento se consideran modificadas por el
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término "aproximadamente".

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” o "paciente”" se usan indistintamente en el presente
documento y se refieren a un mamifero tal como un ser humano, ratén, rata, hadmster, cobaya, conejo, gato, perro,
mono, vaca, caballo y cerdo (por ejemplo, un paciente que tiene cancer).

Un "tumor sélido" incluye, por ejemplo, sarcoma, melanoma, carcinoma, carcinoma de préstata, carcinoma de
pulmén, carcinoma de colon u otro cancer de tumor sélido.

Los términos "cancer', "canceroso" o "maligno" se refieren o describen la afeccién fisiolégica en mamiferos que se
caracteriza tipicamente por un crecimiento celular no regulado. Como se usa en el presente documento, el término
incluye canceres premalignos, asi como malignos. Los ejemplos de cancer incluyen, por ejemplo, leucemia, linfoma,
blastoma, carcinoma y sarcoma. Los ejemplos mas particulares de tales canceres incluyen leucemia mieloide
crénica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda positiva para el cromosoma Filadelfia (LLA Ph+),
carcinoma de células escamosas, cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no microcitico, glioma, cancer
gastrointestinal, cancer de rifién, cancer de ovario, cancer de higado, cancer colorrectal, cdncer de endometrio,
cancer de riién, cancer de prostata, cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de pancreas, glioblastoma
multiforme, cancer de cuello del Utero, cancer de estémago, céncer de vejiga, hepatoma, cancer de mama,
carcinoma de colon y cancer de cabeza y cuello, cancer gastrico, tumor de células germinales, sarcoma pediatrico,
linfocitos citoliticos naturales sinonasales, mieloma mdltiple, leucemia mielégena aguda (LMA) y leucemia linfocitica
crénica (LLC).

Como se usa en el presente documento, el término "carcinoma" se refiere a un tipo de céncer que se desarrolla a
partir de células epiteliales. Especificamente, un carcinoma es un cancer que comienza en un tejido que recubre las
superficies internas o externas del cuerpo, y que generalmente surge de células que se originan en la capa germinal
endodérmica o ectodérmica durante la embriogénesis. Los diversos subtipos de carcinomas incluyen
adenocarcinoma (que presenta citologia tisular glandula microscépica, arquitectura tisular y/o productos moleculares
glandulares, por ejemplo, mucina), carcinoma escamocelular (rasgos observables y caracteristicas que indican
diferenciacion escamosa, por ejemplo, puentes intercelulares, queratinizacién, perlas escamosas), carcinoma
adenoescamoso (un tumor mixto que contiene tanto adenocarcinoma como carcinoma escamocelular, en donde
cada uno de estos tipos de células comprende al menos el 10 % del volumen del tumor), carcinoma anaplasico o
indiferenciado (un grupo heterogéneo de carcinomas de alto grado que presentan células que carecen de evidencia
histolégica o citolégica distintiva de cualquiera de las neoplasias mas especificamente diferenciadas), carcinoma de
células grandes (compuesto por células grandes, monétonas, redondeadas o de forma abiertamente poligonal con
abundante citoplasma), carcinoma de células pequefias (las células suelen ser redondas y tienen un diametro
inferior a aproximadamente 3 veces el de un linfocito en reposo y un citoplasma poco evidente).

Como se usa en el presente documento, la expresién "célula inmunitaria” se refiere a células que desempefian una
funcién en la respuesta inmunitaria, incluyendo linfocitos, tales como linfocitos B y linfocitos T; linfocitos citoliticos
naturales; células mieloides, tales como monocitos, macréfagos, eosinéfilos, mastocitos, basoéfilos y granulocitos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "respuesta inmunitaria" se refiere a una respuesta inmunitaria
celular, incluyendo respuestas inmunitarias mediadas por linfocitos T y/o linfocitos B tales como la estimulacién de
linfocitos T, macréfagos y/o linfocitos citoliticos naturales.

Las expresiones "célula supresora derivada de mieloides" o "MDSC" se usan indistintamente en el presente
documento para referirse a un grupo heterogéneo de células inmunitarias del linaje mieloide (una familia de células
que se originan a partir de células madre de la médula 6sea), al que también pertenecen las células dendriticas, los
macréfagos y los neutréfilos. Las MDSC se expanden fuertemente en situaciones patolégicas tales como infecciones
crbnicas y cancer, como resultado de una hematopoyesis alterada. Las MDSC se clasifican ademas en dos subtipos,
MDSC monociticas y MDSC granulociticas. La funcién supresora de las MDSC reside en su capacidad para inhibir la
proliferacién y activacién de linfocitos T. Por ejemplo, en condiciones inflamatorias crénicas (infecciones viricas y
bacterianas) o céncer, la diferenciacién mieloide se inclina hacia la expansién de las MDSC. Estas MDSC se infiltran
en sitios de inflamacién y tumores, donde inhiben las respuestas inmunitarias inhibiendo los linfocitos T (por ejemplo,
linfocitos T CD8+) y linfocitos NK, por ejemplo. Las MDSC también aceleran la angiogénesis, la progresion tumoral y
la metastasis a través de la expresién de citocinas y factores tales como TGF-beta.

Las expresiones "patrones moleculares asociados a dafios" o "DAMP" se usan indistintamente en el presente
documento para referirse a moléculas intracelulares liberadas por tejidos lesionados. Los DAMP son moléculas que
tienen un papel fisiolégico dentro de la célula, pero adquieren funciones adicionales cuando se exponen al entorno
extracelular. Por ejemplo, los DAMP alertan al cuerpo sobre el peligro, estimulan una respuesta inflamatoria vy,
finalmente, promueven el proceso de regeneracién. Ademas de su liberacién pasiva por las células muertas, algunos
DAMP pueden secretarse o exponerse por células vivas que experimentan un estrés potencialmente mortal. Los
DAMP se han relacionado con la inflamacién y trastornos relacionados. Los DAMP incluyen, pero sin limitacién,
histonas, ADN genémico, HMGBA1, IL1a, IL33, ATP, F-actina, ciclofilina A, HSP, cristales de acido urico, S100s, ADN
mitocondrial, factor de transcripcién mitocondrial A, alreticulina.
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El término "eferocitosis" se refiere al proceso por el cual las células moribundas/muertas (por ejemplo, apoptéticas o
necréticas) son eliminadas por las células fagociticas (por ejemplo, neutréfilos, monocitos, macréfagos, mastocitos y
células dendriticas). Durante la eferocitosis, los fagocitos se acumulan en los sitios de las células apoptéticas y la
membrana celular de las células fagociticas envuelve a la célula apoptética, formando una gran vesicula llena de
liquido, el "efersoma" que contiene la célula muerta. El efecto de la eferocitosis es que las células muertas son
eliminadas antes de que se rompa la integridad de su membrana y su contenido se filtre al tejido circundante. La
eferocitosis desencadena vias especificas de transduccién de sefiales intracelulares cadena abajo, por ejemplo,
dando como resultado efectos antiinflamatorios, antiproteasa y promotores del crecimiento. Por el contrario, la
eferocitosis alterada se ha vinculado a enfermedades autoinmunitarias y dafio tisular.

La "autofagia" o "autofagocitosis" es el mecanismo destructivo natural que desmonta, a través de un proceso
regulado, los componentes celulares innecesarios o disfuncionales. La autofagia permite la degradacién y el reciclaje
ordenados de los componentes celulares. Durante este proceso, los constituyentes citoplasmaticos especificos se
aislan del resto de la célula dentro de una vesicula de doble membrana conocida como autofagosoma. A
continuacién, el autofagosoma se fusiona con un lisosoma y el contenido se degrada y se recicla. Hay tres formas
diferentes de autofagia que se describen cominmente, concretamente, macroautofagia, microautofagia y autofagia
mediada por chaperonas. En el contexto de la enfermedad, la autofagia se ha visto como una respuesta adaptativa
al estrés que promueve la supervivencia, mientras que, en otros casos, parece promover la muerte celular y la
morbilidad.

Los términos "tratar’, "que trata", y "tratamiento”, como se usan en el presente documento, se refieren a cualquier
tipo de intervencion o proceso realizado en, o que administre un agente activo o una combinacién de agentes activos
al sujeto con el objetivo de revertir, aliviar, mejorar, inhibir, ralentizar o prever la progresién, desarrollo, gravedad o
recidiva de un sintoma, complicacién, afeccién o indicios bioquimicos asociados con una enfermedad.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento eficaz" o "respuesta terapéutica positiva" se refieren a un
tratamiento que produce un efecto beneficioso, por ejemplo, la mejora de al menos un sintoma de una enfermedad o
trastorno, por ejemplo, un cancer. Un efecto beneficioso puede adoptar la forma de una mejora sobre el valor inicial,
es decir, una mejora sobre una medicién u observacién realizada antes del inicio de la terapia de acuerdo con el
método. Por ejemplo, un efecto beneficioso puede adoptar la forma de ralentizar, estabilizar, detener o revertir la
progresién de un céancer en un sujeto en cualquier estadio clinico, como resulta evidente por una disminucién o
eliminacién de un sintoma clinico o diagnéstico de la enfermedad, o de un marcador de cancer. Un tratamiento
eficaz puede, por ejemplo, reducir el tamafio del tumor, disminuir la presencia de células tumorales circulantes,
reducir o prevenir las metéstasis de un tumor, ralentizar o detener el crecimiento del tumor y/o prevenir o retrasar la
recidiva o recaida del tumor.

La expresién "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un agente o
combinacién de agentes que proporciona el resultado bioldgico, terapéutico y/o profilactico deseado. Ese resultado
puede ser la reduccién, mejora, paliacion, minimizacién, retraso y/o alivio de uno o mas de los signos, sintomas o
causas de una enfermedad, o cualquier otra alteracién deseada de un sistema biolégico. En referencia a los tumores
sélidos, una cantidad eficaz comprende una cantidad suficiente para hacer que un tumor se contraiga y/o disminuya
la velocidad de crecimiento del tumor (tal como para suprimir el crecimiento del tumor) o para prevenir o retrasar otra
proliferaciéon celular no deseada. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para
retrasar el desarrollo del tumor. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para
prevenir o retrasar la recidiva del tumor. Una cantidad eficaz se puede administrar en una o més administraciones.
La cantidad eficaz del farmaco o composicién puede: (i) reducir el nimero de células cancerosas; (ii) reducir el
tamafio del tumor; (iii) inhibir, retardar, ralentizar en cierta medida y puede detener la infiltracién de células
cancerosas en 6rganos periféricos; (iv) inhibir (es decir, retardar en cierta medida y puede detener la metéstasis
tumoral); (v) inhibir el crecimiento del tumor; (vi) prevenir o retrasar la aparicién y/o recidiva del tumor; y/o (vii) aliviar
hasta cierto punto una o mas de los sintomas asociados con el cancer. En un ejemplo, una "cantidad eficaz" es la
cantidad de un antagonista de PD-1 (por ejemplo, un anticuerpo) y un anticuerpo antagonista de TIM-4 (por ejemplo,
un anticuerpo), en combinacién, para efectuar una disminucién significativa del cancer o ralentizar la progresién del
cancer, tal como un tumor sélido avanzado. Una cantidad eficaz de la terapia combinada se administra de acuerdo
con los métodos descritos en el presente documento en un "régimen eficaz" que se refiere a una combinacién del
antagonista de PD-1 y el antagonista de TIM-4, en donde el orden de administracién y la frecuencia de dosificacién
son adecuados para lograr el tratamiento.

"Dosis biolégica éptima (OBD)" se define como la dosis minima de un agente o combinacién de agentes que
proporciona la respuesta in vivo més éptima y duradera sin toxicidad clinicamente inaceptable. La toxicidad y la
eficacia terapéutica se pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos estdndar en cultivos celulares o
animales de experimentacién, por ejemplo, para determinar la DL50 (la dosis letal para el 50 % de la poblacién) y la
DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacién). La relacién de la dosis entre efectos toxicos y
terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacién DL50/DES50.

Como se usan en el presente documento, el término "sinergia", las expresiones "sinergia terapéutica" y "efecto
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sinérgico" se refieren a un fenédmeno donde el tratamiento de pacientes con una combinacién de agentes
terapéuticos (por ejemplo, antagonista de PD-1 junto con antagonista de TIM-4) manifiesta un resultado
terapéuticamente superior al resultado logrado por cada constituyente individual de la combinacidén usada cuando se
usa solo (véase, por ejemplo, T. H. Corbett et al., 1982, Cancer Treatment Reports, 66, 1187). En este contexto, un
resultado terapéuticamente superior incluye uno o mas de los siguientes (a) un aumento en la respuesta terapéutica
que es mayor que la suma de los efectos separados de cada agente solo a la misma dosis que en la combinacién;
(b) una disminucién en la dosis de uno o mas agentes en la combinacién sin una disminucién en la eficacia
terapéutica; (¢) una disminucién en la incidencia de eventos adversos mientras se recibe un beneficio terapéutico
que es igual o superior a la monoterapia de cada agente en la misma dosis que en la combinacién, (d) una reduccién
en las toxicidades limitantes de la dosis mientras se recibe un beneficio terapéutico que es superior a la monoterapia
de cada agente; (e) un retraso o minimizacién de la induccién de resistencia a los farmacos. En modelos de
xenoinjerto, una combinacién, usada en su dosis méxima tolerada, en la que cada uno de los constituyentes estara
presente a una dosis que generalmente no excede su dosis tolerada méxima individual, manifiesta una sinergia
terapéutica cuando la disminucién del crecimiento del tumor obtenido mediante la administracién de la combinacion
es superior al valor de la disminucién del crecimiento tumoral del mejor constituyente cuando el constituyente se
administra solo. La sinergia de una combinacién de farmacos puede determinarse, por ejemplo, de acuerdo con el
teorema del indice de combinacién (Cl) de Chou-Talalay (Chou et al., Adv. Enzyme Regul. 1984; 22:27-55; Chou,
Cancer Res. 2010;70(2):440-446).

"Libre de céncer" o "libre de enfermedad" o NED (sin evidencia de enfermedad) significa que el paciente ha
demostrado una respuesta clinica inducida por el tratamiento con las terapias estandar de atencién actuales. Por
"respuesta clinica", se entiende que los signos clinicos, los signos radiolégicos y los sintomas del cancer se han
reducido significativamente o han desaparecido por completo segun los diagnésticos clinicos, aunque aln pueden
existir células cancerosas en el cuerpo. Por lo tanto, se contempla que la respuesta clinica abarca una respuesta
parcial y completa. La presencia de células cancerosas residuales se puede enumerar mediante ensayos como CTC
(células tumorales circulantes) y puede predecir la recidiva.

"Recaida" o "recidiva" o "resurgimiento" se usan indistintamente en el presente documento, y se refieren al
diagndstico radiogréafico de retorno, o signos y sintomas de retorno del cdncer después de un periodo de mejoria o
respuesta.

Como se usa en el presente documento, el término "antagonista" se refiere a una molécula que bloquea (por
ejemplo, reduce o previene) una actividad biolégica. El término "inhibir" o "inhibicién" significa reducir en una
cantidad medible.

Como se usa en el presente documento, el término "ligando" se refiere a una molécula que forma un complejo con
una biomolécula (por ejemplo, un receptor) para servir a un propésito biolégico. En un sentido menos amplio, es una
molécula que desencadena sefiales, que se une a un sitio en una proteina diana. La unién se produce por fuerzas
intermoleculares, tales como enlaces idnicos, enlaces de hidrégeno y fuerzas de van der Waals. El acoplamiento
(asociacién) suele ser reversible (disociacidén). La unién covalente irreversible real entre un ligando y su molécula
diana es rara en los sistemas biolégicos. La unién del ligando a un receptor (proteina receptora) altera su
conformacién quimica (forma tridimensional). El estado conformacional de una proteina receptora determina su
estado funcional.

El "nivel" de una proteina se refiere a la cantidad de proteina en una muestra, segin se determina usando cualquier
método conocido en la técnica para medir los niveles de proteina, incluyendo electroforesis, electroforesis capilar,
cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de capa fina (TLC), cromatografia de
hiperdifusién, reacciones de precipitacién de fluidos o geles, espectroscopia de absorcién, ensayos colorimétricos,
ensayos espectrofotométricos, citometria de flujo, inmunodifusién, ensayo en fase de solucién, inmunoelectroforesis,
transferencia de Western, radioinmunoensayo (RIA), ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA),
ensayos inmunofluorescentes e inmunoensayos de electroquimioluminiscencia.

El término "muestra” se refiere a una coleccién de fluidos, células o tejidos aislados de un sujeto. Los fluidos
biolégicos son tipicamente liquidos a temperaturas fisiolégicas y pueden incluir fluidos de origen natural presentes
en, extraidos de, expresados o extraidos de otro modo de un sujeto o fuente biolégica. Los ejemplos de fluidos
biolégicos incluyen sangre, suero, fluidos serosos, plasma, linfa, orina, liquido cefalorraquideo, saliva, liquidos
oculares, liquido quistico, lagrimas, heces, esputo, secreciones mucosas, secreciones vaginales, liquido
ginecolégico, fluidos asciticos tales como los asociados con tumores no sélidos, fluidos de las cavidades pleural,
pericardica, peritoneal, abdominal y otras cavidades corporales, y fluidos recogidos por lavado bronquial.

La expresién "muestra de control", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier muestra de control
clinicamente relevante, incluyendo, por ejemplo, una muestra de un sujeto sano o una muestra hecha en un punto
temporal anterior del sujeto que se va a evaluar. Por ejemplo, la muestra de control puede ser una muestra tomada
del sujeto antes de la aparicion del cancer, en un estadio mas temprano de la enfermedad o antes de la
administracion del tratamiento o de una parte del tratamiento.
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Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo" incluye anticuerpos completos y cualquier fragmento
de unién a antigeno (es decir, "fragmentos de unién a antigeno" (también conocidos como "porciones de unién a
antigeno")). Los anticuerpos enteros son glucoproteinas que comprenden al menos dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta por una regién
variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como Vu) y una regién constante de cadena
pesada. La regién constante de cadena pesada estd compuesta por tres dominios, Cy1, Cnu2 y Cn3. Cada cadena
ligera esta compuesta por una region variable de cadena ligera (abreviada en el presente documento como V) y una
regién constante de cadena ligera. La regiéon constante de cadena ligera estd compuesta por un dominio, C.. Las
regiones Vy y V. se pueden subdividir ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones
determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estdn mas conservadas, denominadas
regiones marco (FR). Cada Vy y V| estd compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino
hasta el extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables
de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones
constantes de los anticuerpos pueden mediar en la unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores del hospedador,
incluyendo diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clq) del
sistema del complemento clasico. El término "anticuerpo" también abarca anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos totalmente humanos, asi como formas multiméricas de anticuerpos, tales como
minicuerpos, bis-scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y multimeros Fab' conjugados quimicamente.

La expresién "fragmento de anticuerpo” (también denominado "fragmento de unién a antigeno" o "porcién de unién a
antigeno"), como se usa en el presente documento, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que
conservan la capacidad de unirse especificamente a un antigeno. Se ha demostrado que la funcién de unién a
antigeno de un anticuerpo puede realizarse mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los
ejemplos de fragmentos de unidn abarcados en la expresién "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo
incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios V|, Vu, CL y Cy1; (ii) un
fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente es esencialmente un Fab con parte de la regién bisagra (véase,
FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY (Paul ed., 3.2 ed. 1993); (iv) un fragmento Fd que consiste en los dominios Vy y
Cu1; (v) un fragmento Fv que consiste en los dominios V| y Vi de un solo brazo de un anticuerpo, (vi) un fragmento
dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio Vy; (vii) una regién determinante de
complementariedad (CDR) aislada; y (viii) un nanocuerpo (también conocido como un anticuerpo de dominio Unico
(sdAb)), que es una regién variable de cadena pesada que contiene un Unico dominio variable y dos dominios
constantes. Los anticuerpos de dominio Unico incluyen fragmentos VyH (anticuerpos de un solo dominio
genomanipulados a partir de anticuerpos de cadena pesada que se encuentran en camélidos, asi como fragmentos
VNAR (anticuerpos de dominio Unico obtenidos a partir de anticuerpos de cadena pesada (IgNAR, "receptor de
nuevo antigeno de inmunoglobulina") de peces cartilaginosos).

Los "armazones de unién a antigeno" son proteinas que se unen especificamente a una diana (o antigeno) o
epitopo, tales como proteinas que comprenden un pliegue de Ig o un pliegue similar a Ig. Los anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos son también armazones de unién a antigeno. Los armazones unién a
antigeno pueden ser monovalentes, multivalentes, por ejemplo, bivalentes, trivalentes, tetravalentes, o estar unidos
a 5 6 o mas epitopos. Los armazones de unién a antigeno multivalentes pueden ser monoespecificos o
multiespecificos, es decir, que se unen a multiples (al menos 2, 3, 4 o 5) epitopos que son diferentes entre si. Por
ejemplo, un armazén de unién a antigeno monoespecifico multivalente es una proteina que se une al menos a 2, 3,
4 o 5 epitopos idénticos, y puede ser una proteina que comprende al menos 2, 3, 4 o 5 porciones de unién a
antigeno idénticas. Por ejemplo, los armazones de unién de TIM-4 pueden comprender 2-10, por ejemplo, 2-6, 2-5,
2-4 o 2-3 porciones de unién a TIM-4, que pueden ser iguales o diferentes entre si.

Un anticuerpo multivalente incluye anticuerpos que comprenden al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o méas porciones
de unién a antigeno de anticuerpos, cuyas porciones de unién a antigeno pueden comprender una porcién de una
cadena pesada y una porcién de una cadena ligera. Una porcién de unién a antigeno puede estar en un Unico
polipéptido o comprender mas de un polipéptido. Por ejemplo, un anticuerpo multivalente puede comprender 2-10
porciones de unién a antigeno, que pueden ser iguales o diferentes entre si. Un anticuerpo multivalente puede ser
monoespecifico 0 multiespecifico. Un anticuerpo multiespecifico puede ser biespecifico, triespecifico, tetraespecifico
0 unirse a 5 0 mas epitopos diferentes.

Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y Vy, estén codificados por genes independientes, se
pueden unir, usando métodos recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permite formarse como una
Unica cadena de proteina en la que las regiones VL y V4 se emparejan para formar moléculas monovalentes
(conocidas como Fv monocatenario (scFv); véanse, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et
al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). También se pretende que dichos anticuerpos monocatenarios
estén abarcados dentro de la expresion "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos de
anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica y los fragmentos se
criban para determinar su utilidad del mismo modo que los anticuerpos intactos.

Como se usa en el presente documento, un armazén de unién al antigeno que "se une especificamente" a un
antigeno o epitopo del mismo es un armazén de unidén a antigeno que se une al antigeno o epitopo del mismo con
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una Kpde 107 M, 5x 108 M, 108 M, 5x 10°M, 10° M, 5x 101 M, 100 M, 5 x 107" M, 107" M, 5 x 1012 M, 1012 M
0 menos. Por ejemplo, un armazén de unién a antigeno que se une especificamente a TIM-4 es un armazén de
unién a antigeno que se une a TIM-4 con una Kp de 107 M, 5x 108 M, 108 M, 5x 10°M, 10°M, 5x 10" M, 10
oM, 5x 10" M, 10" M, 5x 102 M, 102 M o menos. Por ejemplo, un anticuerpo que "se une especificamente a
PD-1 humano" o "se une especificamente a PD-L1 humano" pretende hacer referencia a un anticuerpo que se une a
PD-1 o PD-L1 humano, respectivamente, con una Kp de 107 M, 5 x 108 M, 108 M, 5 x 10°M, 10°M, 5 x 101° M,
10°M, 5x 101" M, 101" M, 5 x 102 M, 102 M o menos. Un armazo6n de unidn a antigeno que comprende 2 0 mas
regiones que se unen a un antigeno o epitopo puede unirse especificamente al antigeno o epitopo incluso si tiene
una menor afinidad de unién al antigeno o epitopo que los intervalos proporcionados anteriormente, ya que se unira
al antigeno o epitopo con mayor avidez.

Un "anticuerpo biespecifico" o "bifuncional" es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de cadenas
pesadas/ligeras diferentes y dos sitios de unién diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir
mediante una diversidad de métodos que incluyen la fusién de hibridomas o la unién de fragmentos Fab'. Véase, por
ejemplo, Songsivilai y Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990); Kostelny et al., J. Immunol. 148, 1547-
1553 (1992).

Como se usa en el presente documento, la expresién "anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo de una
poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos que muestran una Unica especificidad de unién y afinidad
por un epitopo particular, excepto por posibles variantes que pueden surgir durante la produccién del anticuerpo
monoclonal, estando dichas variantes generalmente presentes en escasas cantidades. Por consiguiente, la
expresion "anticuerpo monoclonal humano" o "composicién de anticuerpo monoclonal' se refiere a un anticuerpo que
tiene regiones constantes variables y opcionales procedentes de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal
humana. El modificador "monoclonal" indica el caracter del anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogénea y no debe interpretarse que requiere la produccién del anticuerpo por ningiin método
en particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales descritos en el presente documento pueden elaborarse
mediante una diversidad de técnicas. En una realizacién, los anticuerpos monoclonales humanos estén producidos
por un hibridoma que incluye un linfocito B obtenido a partir de un animal transgénico no humano, por ejemplo, un
raton transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada humano y un transgén de
cadena ligera fusionados a una célula inmortalizada.

El término "epitopo"-o la expresidn "determinante antigénico" se refieren a un lugar sobre un antigeno al que se une
de manera especifica una inmunoglobulina o anticuerpo. Los epitopos se pueden formar tanto a partir de
aminoécidos contiguos como a partir de aminoacidos no contiguos yuxtapuestos mediante el plegamiento terciario
de una proteina. Los epitopos formados a partir de aminoécidos contiguos tipicamente se conservan al tratarlos con
disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados por plegamiento terciario se pierden tipicamente
tras el tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Un epitopo incluye tipicamente al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 0 15 aminoé&cidos en una conformacién espacial Unica. Los métodos para determinar la conformacion
espacial de un epitopo incluyen las técnicas en la materia y las descritas en el presente documento, por ejemplo,
cristalografia por rayos X, HDX-MS y resonancia magnética nuclear bidimensional (véase, por ejemplo, Epitope
Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).

La expresién "cartografia de epitopos" se refiere al proceso de identificacién de los determinantes moleculares para
el reconocimiento de anticuerpo-antigeno.

La expresion "se une al mismo epitopo"”, con referencia a dos o méas anticuerpos, significa que los anticuerpos
compiten por unirse a un antigeno y se unen a los mismos segmentos de aminoacidos, superpuestos o que abarcan
segmentos continuos o discontinuos. Los expertos en la técnica entienden que la expresién "se une al mismo
epitopo" no significa necesariamente que los anticuerpos se unan exactamente a los mismos aminoacidos. Los
aminoécidos precisos a los que se unen los anticuerpos pueden diferir. Por ejemplo, un primer anticuerpo puede
unirse a un segmento de aminoécidos que esta completamente abarcado por el segmento de aminoéacidos al que se
une un segundo anticuerpo. En otro ejemplo, un primer anticuerpo se une a uno o méas segmentos de aminoécidos
que se solapan significativamente con el uno o mas segmentos a los que se une el segundo anticuerpo. Para los
fines del presente documento, se considera que dichos anticuerpos "se unen al mismo epitopo". Dos anticuerpos "se
unen al mismo epitopo" segin se determina mediante un método determinado, por ejemplo, HDX-MS, cristalografia
o analisis mutacional de la diana, lo que requiere que se identifiquen los mismos aminoacidos para ambos
anticuerpos mediante uno o mas métodos determinados.

Por consiguiente, ademés, abarcados por la combinacién de un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y un anticuerpo
anti antagonista de TIM-4 para su uso como se describe en el presente documento, la composicién que comprende
un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y un anticuerpo anti antagonista de TIM-4, y el kit como se describe en el
presente documento son anticuerpos que se unen a un epitopo que comprende la totalidad o una parte de un
epitopo reconocido por los anticuerpos particulares descritos en el presente documento (por ejemplo, la misma
regién o una regién superpuesta o una regidén entre o que abarca la regién) o que se unen al mismo epitopo segun
se determina mediante un método determinado, por ejemplo, HDX-MS, cristalografia o anélisis mutacional de la
diana.
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También abarcados por la combinacién de un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y un anticuerpo anti antagonista
de TIM-4 para su uso como se describe en el presente documento, la composicién que comprende un anticuerpo
anti antagonista de PD-1 y un anticuerpo anti antagonista de TIM-4, y el kit como se describe en el presente
documento son anticuerpos que compiten por la unién con los anticuerpos descritos en el presente documento, y
opcionalmente se unen al mismo epitopo. Los anticuerpos que compiten por la unién se pueden identificar usando
técnicas rutinarias. Dichas técnicas incluyen, por ejemplo, un inmunoensayo, que muestra la capacidad de un
anticuerpo para bloquear la unién de otro anticuerpo a un antigeno diana, es decir, un ensayo de unién competitiva.
La unién competitiva se determina en un ensayo en el que la inmunoglobulina que se esta ensayando inhibe la unién
especifica de un anticuerpo de referencia a un antigeno comun. Se conocen numerosos tipos de ensayos de unién
competitiva, por ejemplo: Biacore, citometria de flujo, radicinmunoensayo directo o indirecto en fase sélida (RIA),
inmunoensayo enzimatico directo o indirecto en fase sélida (EIA), ensayo de competicion tipo sandwich (véase Stahli
et al., Methods in Enzymology 9:242 (1983)); EIA directo de biotina-avidina en fase sélida (véase Kirkland et a/., J.
Immunol. 137:3614 (1986)); ensayo de marcaje directo en fase sdélida, ensayo tipo sandwich de marcaje directo en
fase sélida (véase Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press (1988)); RIA de
marcaje directo en fase sélida usando marcado 1-125 (véase Morel et al., Mol. Immunol. 25(1):7 (1988)); EIA directo
de biotina-avidina en fase sélida (Cheung et al., Virology 176:546 (1990)); y RIA de marcaje directo. (Moldenhauer et
al., Scand. J. Immunol. 32:77 (1990)). Tipicamente, tal ensayo implica el uso de antigeno purificado unido a una
superficie sélida o a células que portan cualquiera de estos, una inmunoglobulina de ensayo sin marcar y una
inmunoglobulina de referencia marcada. La inhibicién competitiva se mide determinando la cantidad de marcador
unido a la superficie sélida o a las células en presencia de la inmunoglobulina de ensayo. Normalmente, la
inmunoglobulina de ensayo estéd presente en exceso. Por lo general, cuando un anticuerpo competitivo esta
presente en exceso, inhibira la unién especifica de un anticuerpo de referencia a un antigeno comun en al menos un
50-55 %, 55-60 %, 60-65 %, 65-70 %, 70-75 % o mas.

Los métodos de cartografia de epitopos también incluyen anélisis de rayos X de cristales de complejos
antigeno:anticuerpo que proporciona resolucion atémica del epitopo. Otros métodos controlan la unién del
anticuerpo a fragmentos de antigeno o variaciones mutadas del antigeno, donde la pérdida de unién debido a una
modificacién de un residuo de aminoacido dentro de la secuencia del antigeno se considera a menudo una
indicacién de un componente de epitopo. Ademés, también se pueden usar métodos combinatorios computacionales
para la cartografia de epitopos. Estos métodos se basan en la capacidad del anticuerpo de interés para aislar por
afinidad péptidos cortos especificos de bibliotecas de péptidos de presentacién en levadura o de presentacién en
fagos combinatorios. Por los tanto, los péptidos se consideran guias para la definicién del epitopo correspondiente al
anticuerpo usado para cribado de la biblioteca de péptidos. Para la cartografia de epitopos, también se han
desarrollado algoritmos computacionales que ha demostrado que cartografian epitopos conformacionales
discontinuos.

También se describen en el presente documento moléculas quiméricas (o moléculas de fusién) que comprenden un
dominio de unién a antigeno, o equivalente, fusionado a otro polipéptido o molécula. Por ejemplo, los polipéptidos
pueden fusionarse o conjugarse con una regién Fc de anticuerpo, o una porcién de la misma (por ejemplo, una
proteina de fusién Fc). La porcién de anticuerpo fusionada a un polipéptido puede comprender la regién constante,
la regidn bisagra, el dominio CH1, el dominio CH2 y el dominio CH3 o cualquier combinacién de dominios enteros o
porciones de los mismos. Los polipéptidos también pueden estar fusionados o conjugados a las porciones de
anticuerpo anteriores para formar multimeros. Por ejemplo, las porciones Fc fusionadas a los polipéptidos de la
presente invencién pueden formar dimeros a través de enlaces disulfuro entre las porciones Fc. Pueden prepararse
formas multiméricas superiores fusionando los polipéptidos a porciones de IgA e IgM. Se conocen en la técnica
métodos para fusionar o conjugar los polipéptidos de la presente invencién con porciones de anticuerpo. Véase, por
ejemplo, Pat. de EE. UU. N.° 5.336.603, 5.622.929, 5.359.046, 5.349.053, 5.447.851 y 5.112.946; documentos EP
307.434; EP 367.166; Publicaciones PCT N.° WO 96/04388 y WO 91/06570; Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88:10535-10539 (1991); Zheng et al., J. Immunol., 154:5590-5600 (1995); y Vil et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89:11337-11341 (1992).

Como se usa en el presente documento, el término "inmunoconjugado” se refiere a un anticuerpo unido a un resto
terapéutico, tal como una citotoxina, un farmaco o un radioisétopo. Cuando se conjugan con una citotoxina, estos
conjugados de anticuerpo se denominan "inmunotoxinas". Una citotoxina o un agente citotéxico incluye cualquier
agente que sea perjudicial para las células (por ejemplo, que las destruya). Los ejemplos incluyen taxol, citocalasina
B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopésido, tenopésido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propanolol y puromicina y anélogos u
homdélogos de los mismos. Los agentes terapéuticos incluyen, pero sin limitacién, antimetabolitos (por ejemplo,
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil decarbazina), agentes alquilantes (por
ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfaldn, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida,
busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina-platino (ll) (DDP) cisplatino),
antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibidticos (por ejemplo,
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)) y agentes antimitéticos
(por ejemplo, vincristina y vinblastina). Los anticuerpos usados en la presente invencidn se pueden conjugar con un
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radioisétopo, por ejemplo, yodo radiactivo, para generar radiofarmacos citotéxicos para el tratamiento del cancer.

Los inmunoconjugados se pueden usar para modificar una respuesta bioldégica dada y el resto farmacolégico no
debe interpretarse como limitado a agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, el resto farmacolégico
puede ser una proteina o un polipéptido que posea una actividad bioldégica deseada. Dichas proteinas pueden
incluir, por ejemplo, una toxina enziméticamente activa o fragmento activo de la misma, tales como abrina, ricina A,
exotoxina de pseudomonas o toxina diftérica; una proteina tal como factor de necrosis tumoral o interferén-y; o,
modificadores de la respuesta bioldgica, tales como, por ejemplo, linfocinas, interleucina-1 ("IL-1"), interleucina-2
("IL-2"), interleucina-6 ("IL-6"), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos ("GM-CSF"), factor
estimulante de colonias de granulocitos ("G-CSF") u otros factores de crecimiento.

Las técnicas para conjugar dichos restos terapéuticos a anticuerpos se conocen bien, véanse, por gjemplo, Arnon et
al., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And
Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pags. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug
Delivery", en Controlled Drug Delivery (2.2 Ed.), Robinson et al. (eds.), pags. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987),
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84:
Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pags. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future
Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pags. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe et al., "The
Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62:119-58 (1982).

Como se usa en el presente documento, el término "multivalente”" se refiere a una molécula recombinante que
incorpora més de dos segmentos biolégicamente activos. Los fragmentos de proteina que forman la molécula
multivalente opcionalmente pueden estar unidos a través de un enlace polipeptidico que une las partes
constituyentes y permite que cada una funcione independientemente.

Como se usan en el presente documento, "equivalentes funcionales" se refieren a péptidos o polipéptidos (por
ejemplo, anticuerpos o una porcién de unién a antigeno de los mismos) que mantienen una cantidad sustancial de
su actividad inmunolégica original. Por ejemplo, determinados amino&cidos pueden sustituirse por otros aminoacidos
en una estructura proteica sin pérdida apreciable de la capacidad de unidn interactiva con estructuras, tales como,
por ejemplo, regiones de unién a antigeno de anticuerpos o sitios de unién en moléculas de sustrato. Por lo tanto, se
contempla que se pueden realizar diversos cambios en las secuencias de aminoacidos de las composiciones
divulgadas sin una pérdida apreciable de su utilidad o actividad biolégica. Las sustituciones de aminoécidos pueden
basarse en la similitud relativa de los sustituyentes de la cadena lateral de aminoéacidos, por ejemplo, su
hidrofobicidad, hidrofilia, carga y tamafio. Las sustituciones de ejemplo que tienen en cuenta varias de las
caracteristicas anteriores se conocen bien por los expertos en la técnica.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoécidos" se define en el presente documento como el porcentaje
de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a los restos de aminoacidos en una
secuencia seleccionada, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el
porcentaje maximo de identidad de secuencia y sin tomar en consideracién ninguna sustitucién conservadora como
parte de la identidad de secuencia. La alineacién para determinar el porcentaje de identidad de secuencia de
aminoécidos puede lograrse de diversas maneras que se encuentran dentro de las capacidades del experto en la
técnica, por ejemplo, usando programas informaticos disponibles de manera publica, tales como los programas
BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar los
parametros adecuados para medir la alineacidén, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir la
alineacién méxima sobre toda la longitud de las secuencias que se comparan.

A efectos del presente documento, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de una secuencia de
aminodacidos A dada para, con o contra una secuencia de aminoacidos B dada (que puede citarse, como alternativa,
como una secuencia de aminoéacidos dada A que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia
de aminoécidos para, con o contra una secuencia de aminoacidos B dada) se calcula de la siguiente manera:
100 veces la parte X/Y, donde X es el nimero de restos de aminoacidos registrados como coincidencias idénticas
mediante un programa de alineacién de secuencias, tal como BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o Megalign
(DNASTAR), en esa alineacién de Ay B en el programa, y donde Y es el nimero total de restos de aminoacidos en
B. Se apreciard que cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la longitud de la secuencia
de aminoéacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoéacidos de A a B no sera igual al % de identidad de
secuencia de aminoacidos de B a A.

Il. Antagonistas de PD-1

Como se usan en el presente documento, los términos "proteina PD-1", "PD-1", PD1", "PDCD1" se usan
indistintamente con "Muerte programada 1", "Muerte celular programada 1". La secuencia de PD-1 humana completa
se puede encontrar con el n.° de acceso de GenBank U64863 (SEQ ID NO:23).

Como se usan en el presente documento, los términos "PD-L1", "PDL1", "PDCD1L1", "PDCD1LG1", "CD274",
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"homélogo 1 de B7", "B7-H1", "B7-H" y "B7H1" se usan indistintamente con "Ligando 1 de muerte celular
programada 1". La secuencia de aminoacidos de PD-L1 humana completa, precursor de la isoforma a, se puede
encontrar con el n.° de acceso NP_054862.1 (SEQ ID NO:24). La secuencia de aminoécidos de PD-L1 humana
completa, precursor de la isoforma b, se puede encontrar con el n.° de acceso NP_001254635.1 (SEQ ID NO:25).

La proteina Muerte programada 1 (PD-1) es un miembro inhibidor de la familia de receptores CD28, que también
incluye CD28, CTLA-4, ICOS y BTLA. PD-1 se expresa en linfocitos B activados, linfocitos T y células mieloides
(Agata et al., anteriormente; Okazaki et al. (2002) Curr. Opin. Immunol. 14: 391779-82; Bennett et al. (2003) J
Immunol 170:711-8). Los miembros iniciales de la familia, CD28 e ICOS, fueron descubiertos por efectos funcionales
en el aumento de la proliferacién de linfocitos T después de la adicién de anticuerpos monoclonales (Hutloff et al.
(1999) Nature 397:263-266; Hansen et al. (1980) Immunogenics 10:247-260). PD-1 fue descubierto a través del
cribado de expresién diferencial en células apotéticas (Ishida et al. (1992) EMBO J 11:3887-95). Los demas
miembros de la familia, CTLA-4 y BTLA, se descubrieron mediante el cribado selectivo para determinar la expresion
diferencial en linfocitos T citotéxicos y células TH1, respectivamente. CD28, ICOS y CTLA-4 tienen todos un resto de
cisteina no emparejado que permite la homodimerizacién. Por el contrario, se sugiere que PD-1 existe como un
mondémero, que carece del resto de cisteina no emparejado caracteristico de demas miembros de la familia de
CD28.

La proteina PD-1 es una proteina transmembrana de tipo | de 55 kDa que forma parte de la superfamilia de genes Ig
(Agata et al. (1996) Int Immunol 8:765-72). La PD-1 contiene un motivo inhibidor de tirosina del inmunorreceptor
proximal a la membrana (ITIM, por sus siglas en inglés) y un motivo de conmutacién basado en tirosina distal a la
membrana (ITSM, por sus siglas en inglés) (Thomas, M.L. (1995) J Exp Med 181:1953-6; Vivier, E y Daeron, M
(1997) Immunol Today 18:286-91). Aunque estructuralmente es similar a CTLA-4, PD-1 carece del motivo MYPPPY
(SEQ ID NO:27) que es critico para la uniéon de B7-1y B7-2.

Consistente con que PD-1 es un miembro inhibidor de la familia de CD28, los animales deficientes en PD-1
desarrollan diversos fenotipos autoinmunitarios, incluyendo miocardiopatia autoinmunitaria y un sindrome similar al
lupus con artritis y nefritis (Nishimura et al. (1999) Immunity 11:141-51; Nishimura et al. (2001) Science 291:319-22).
Adicionalmente, se ha encontrado que PD-1 desempefia una funcién en la encefalomielitis autoinmunitaria, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad de injerto contra hospedador (EICH), diabetes tipo | y artritis reumatoide (Salama
et al. (2003) J Exp Med 198:71-78; Prokunina y Alarcon-Riquelme (2004) Hum Mol Genet 13:R143; Nielsen et al.
(2004) Lupus 13:510). En una linea tumoral de linfocitos B murinos, se ha demostrado que el ITSM de PD-1 es
esencial para bloquear el flujo de Ca®* mediado por BCR y la fosforilacién de tirosina de las moléculas efectoras
cadena abajo (Okazaki et al. (2001) PNAS 98:13866-71).

Se han identificado dos ligandos para PD-1, PD-L1 y PD-L2, que han demostrado regular negativamente la
activacion de los linfocitos T tras la unién a PD-1 (Freeman et al. (2000) J Exp Med 192:1027-34; Latchman et al.
(2001) Nat Immunol 2:261-8; Carter et al. (2002) Eur J Immunol 32:634-43). Tanto PD-L1 como PD-L2 son
homdélogos de B7 que se unen a PD-1, pero no se unen a otros miembros de la familia de CD28. PD-L1 es
abundante en una diversidad de canceres humanos (Dong et al. (2002) Nat. Med. 8:787-9). La interaccién entre PD-
1y PD-L1 da como resultado una disminucidén de linfocitos infiltrantes de tumor, una disminucién de la proliferacion
mediada por el receptor de linfocitos T y la evasién inmunitaria por parte de las células cancerosas (Dong et al.
(2003) J. Mol. Med. 81:281-7; Blank et al. (2005) Cancer Immunol. Immunother. 54:307-314; Konishi et al. (2004)
Clin. Cancer Res. 10:5094-100). La supresién inmunitaria se puede revertir inhibiendo la interaccién local de PD-1
con PD-L1, y el efecto es aditivo cuando también se bloquea la interaccién de PD-1 con PD-L2 (Iwai et al. (2002)
Proc. Nat 7. Acad. Sci. USA 99:12293-7; Brown et al. (2003) J. Immunol. 170:1257-66).

La combinacién para su uso como se describe en el presente documento comprende un anticuerpo antagonista de
PD-1 junto con un anticuerpo antagonista de TIM-4. Por consiguiente, los antagonistas de PD-1 de la invencién se
unen a ligandos de PD-1 e interfieren con, reducen o inhiben la unién de uno o mas ligandos al receptor de PD-1, o
se unen directamente al receptor de PD-1, sin comprometer la transduccién de sefiales a través del receptor de PD-
1. En una realizacién, el antagonista de PD-1 se une directamente a PD-1 y bloquea la transduccién de sefales
inhibidoras de PD-1. En otra realizacion, el antagonista de PD-1 se une a uno o mas ligandos de PD-1 (por ejemplo,
PD-L1y PD-L2) y reduce o inhibe que el uno o mas ligandos desencadenen la transduccidén de sefiales inhibidoras a
través de PD-1. En una realizacién, el antagonista de PD-1 se une directamente a PD-L1, inhibiendo o impidiendo
que PD-L1 se una a PD-1, bloqueando de este modo la transduccién de sefiales inhibidoras de PD-1.

Los antagonistas de PD-1 incluyen proteinas de armazén de unién a PD-1 e incluyen, pero sin limitacién, ligandos
de PD-1, anticuerpos, agentes multivalentes y una proteina de fusién, tales como AMP-224. En una realizacién, el
antagonista es un anticuerpo anti PD-1 ("anticuerpo PD-1"). Los anticuerpos anti PD-1 humano (o dominios VH y/o
VL derivados de los mismos) adecuados para su uso en la invencién se pueden generar usando métodos bien
conocidos en la técnica. Como alternativa, se pueden usar anticuerpos anti PD-1 reconocidos en la técnica. Por
ejemplo, se pueden usar los anticuerpos nivolumab (OPDIVO™), MK-3475 (pembrolizumab (KEYTRUDA™), PDR001
o CT-011. Adicionalmente, se pueden usar los anticuerpos monoclonales 5C4, 17D8, 2D3, 4H1, 4A11, 7D3 y 5F4,
descritos en el documento WO 2006/121168. También se pueden usar anticuerpos que compiten con cualquiera de
estos anticuerpos reconocidos en la técnica por unirse a PD-1.
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Un anticuerpo anti PD-1 de ejemplo es 5C4, que comprende cadenas pesadas y ligeras que tienen las secuencias
mostradas en las SEQ ID NO: 11 y 12, respectivamente, o fragmentos de unién a antigeno y variantes de los
mismos. En otras realizaciones, el anticuerpo comprende las CDR o regiones variables de cadena pesada y ligera
de 5C4. Por consiguiente, en una realizacién, el anticuerpo comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH
de 5C4 que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de la VL de
5C4 que tienen las secuencias expuestas en la SEQ ID NO: 15. En otra realizacién, el anticuerpo comprende los
dominios CDR1, CDR2 y CDR3 que tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 17, 18 y 19,
respectivamente, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 que tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 20,
21 y 22, respectivamente. En otra realizacidén, el anticuerpo comprende las regiones VH y/o VL que tienen las
secuencias de aminogcidos expuestas en la SEQ ID NO: 13 y/o la SEQ ID NO: 15, respectivamente. En otra
realizacién, el anticuerpo comprende las regiones variables de cadena pesada (VH) y/o variables de cadena ligera
(VL) codificadas por las secuencias de acidos nucleicos expuestas en la SEQ ID NO: 14 y/o la SEQ ID NO: 16,
respectivamente. En otra realizacién, el anticuerpo compite por la unién con y/o se une al mismo epitopo en PD-1
que los anticuerpos mencionados anteriormente. En otra realizacidn, el anticuerpo tiene al menos aproximadamente
un 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos de la regién variable con los anticuerpos mencionados
anteriormente (por ejemplo, al menos aproximadamente un 90 %, 95 % o un 99 % de identidad de la regién variable
con la SEQ ID NO: 13 0 SEQ ID NO: 15).

En determinadas realizaciones, los anticuerpos de PD1 exhiben una o méas propiedades funcionales deseables, tales
como unién de alta afinidad a PD-1, por ejemplo, unién a PD-1 humano con una Kp de 107 M o menos; falta de
reactividad cruzada significativa con otros miembros de la familia de CD28, por ejemplo, CD28, CTLA-4 e ICCS; la
capacidad de estimular la proliferacién de linfocitos T en un ensayo de reaccion linfocitica mixta (MLR); la capacidad
de aumentar la secrecidén de IFN-y y/o IL-2 en una MLR; la capacidad de inhibir la unién de uno o mas ligandos de
PD-1 (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-L2) a PD-1; la capacidad de estimular respuestas de memoria especificas de
antigeno; la capacidad para estimular respuestas de anticuerpos y/o la capacidad para inhibir el crecimiento de
células tumorales in vivo.

En otra realizacién, el antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti PD-L1. Los anticuerpos anti PD-L1 humano (o
dominios VH y/o VL derivados de los mismos) adecuados para su uso en la invencién se pueden generar usando
métodos bien conocidos en la técnica. Como alternativa, se pueden usar anticuerpos anti PD-L1 reconocidos en la
técnica. Por ejemplo, se pueden usar MEDI4736 (también conocido como anti B7-H1; durvalumab (IMFINZI™)),
MPDL3280A (atezolizumab (TECENTRIQ™), también conocido como RG7446), y avelumab (BAVENCIO™).
Adicionalmente, se pueden usar los anticuerpos monoclonales 12A4, 3G10, 10A5, 5F8, 10H10, 1B12, 7H1, 11ES6,
12B7 y 13G4 descritos en el documento WO 2007/005874 y la Patente de EE. UU. N.° 7.943.743. También se
pueden usar anticuerpos que compiten con cualquiera de estos anticuerpos reconocidos en la técnica por unirse a
PD-L1.

Un anticuerpo anti PD-L1 de ejemplo es 12A4 (documento WO 2007/005874 y Patente de EE. UU. N.° 7.943.743).
En una realizacién, el anticuerpo comprende las CDR o VR de cadena pesada y ligera de 12A4. Por consiguiente,
en una realizacién, el anticuerpo comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién VH de 12A4 que tienen
la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién VL de 12A4 que tienen
la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 3. En otra realizacién, el anticuerpo comprende los dominios CDR1, CDR2
y CDR3 de cadena pesada que tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 5, 6 y 7, respectivamente, y los
dominios CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera que tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 8, 9y 10,
respectivamente. En otra realizacién, el anticuerpo comprende las regiones VH y/o VL que tienen las secuencias de
aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 1 y/o la SEQ ID NO: 3, respectivamente. En otra realizacién, el anticuerpo
comprende las regiones variables de cadena pesada (VH) y/o variables de cadena ligera (VL) codificadas por las
secuencias de acidos nucleicos expuestas en la SEQ ID NO: 2 y/o la SEQ ID NO: 4, respectivamente. En otra
realizacién, el anticuerpo compite por la unién con y/o se une al mismo epitopo en PD-L1 que los anticuerpos
mencionados anteriormente. En otra realizacién, el anticuerpo tiene al menos aproximadamente un 90 % de
identidad de secuencia de aminoacidos de la regién variable con los anticuerpos mencionados anteriormente (por
ejemplo, al menos aproximadamente un 90 %, 95 % o un 99 % de identidad de la regién variable con la SEQ ID NO:
10 SEQ ID NO: 3).

Los anticuerpos anti PD-1 o anti PD-L1 pueden unirse a PD-1 o PD-L1, respectivamente, con una Kp de 107 M, 5 x
108 M, 108 M, 5x 10° M, 10°M, 5x 10" M, 10" M o0 menos.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti PD-1 o anti PD-L1 es un anticuerpo IgG, tal como un anticuerpo
IgG1, 1gG2 o IgG4. En realizaciones especificas, un anticuerpo anti PD-1 o PD-I1 tiene una regién constante sin
efector. Los anticuerpos anti PD-1 o PD-L1 pueden ser anticuerpos IgG4, por ejemplo, anticuerpos IgG4 que tienen
una mutacion S228P.

I1l. Antagonistas de TIM-4

Como se usan en el presente documento, los términos "TIM-4" y "TIMD-4", también conocidos como "proteina 4 que
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contiene el dominio de mucina e inmunoglobulina de linfocitos T", "receptor 4 de mucina de inmunoglobulina de
linfocitos T", "proteina 4 de membrana de linfocitos T" y "SMUCKLER" se usan indistintamente. Las secuencias
completas de aminoacidos y nucleétidos de la isoforma 1 de TIM-4 humana se pueden encontrar con los n.° de
acceso de GenBank NP_612388.2 y NM_138379.2, respectivamente (SEQ ID NO: 26-27). Las secuencias
completas de aminoacidos y nucleétidos de la isoforma 2 de TIM-4 humana se pueden encontrar con los n.° de
acceso de GenBank NP_001140198.1 y NM_001146726.1, respectivamente (SEQ ID NO: 28-29) (Jones et al., Int
Arch Allergy Immunol. 2006;141(4):331-6). En la figura 1 se representa una alineaciéon de las dos isoformas
humanas.

Las secuencias de aminoécidos de las isoformas de TIM-4 del macaco cangrejero se pueden encontrar en los n.° de
acceso de GenBank XP_005558436 y EHH54702, y las secuencias de aminoacidos de las isoformas de TIM-4
murinas se pueden encontrar en los n.° de acceso de GenBank NP_848874 y NP_599009. En la figura 2 se
proporciona una alineacién de las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos TIM-4 de ratén, macaco
cangrejero y ser humano, y en la Tabla 1 se expone el porcentaje de identidad de las regiones de longitud completa
e IgV de los ortélogos humanos, de macaco cangrejero y murinos.

Tabla 1. Ortélogos de TIM-4
hTIM4-FL hTIM4 IgV
Macaco cangrejero 87 % 93 %
Ratén 49 % 64 %

La proteina "TIM-4" es una proteina de membrana de tipo | que es miembro de la familia de inmunoglobulinas de
linfocitos T y que contiene dominios de mucina (TIM). La familia TIM humana contiene tres miembros (TIM-1, TIM-3 y
TIM-4) en el cromosoma humano 5q33.2, ubicado en una regién cromosémica que se ha vinculado con el asma, la
alergia y la autoinmunidad. Las proteinas TIM son glucoproteinas de la superficie celular de tipo | con caracteristicas
estructurales comunes que incluyen un dominio similar a la inmunoglobulina (IgV) en el extremo N con restos de
cisteina altamente conservados, un dominio de mucina rico en treonina con glucosilaciones unidas a O y N, un
dominio transmembrana Unico y una regién citoplasmatica. Mientras que el dominio citoplasmatico de TIM-1 y TIM-3
humanos contiene uno o mas motivos de fosforilacién de tirosina, TIM-4 carece de un motivo de fosfotirosina.

TIM-4 se expresa en células mieloides, incluyendo las células dendriticas (CD) y los macréfagos del bazo, los
ganglios linfaticos o la cavidad peritoneal. Se ha demostrado que TIM-4 se une a TIM-1, MerTK, integrina avp3 y
fosfatidilserina a través del dominio IgV. MerTK e Integrina avR3 pueden desempefiar una funcién en determinadas
actividades biolégicas mediadas por TIM4 (Nishi et al. (2014) Mol Cell Biol. 34(8):1512-20 y Toda et al. (2012) Mol
Cell Biol. 32(1):118-25). TIM-4 regula de manera diferencial la homeostasis de los linfocitos T al inhibir los linfocitos T
sin tratar durante la fase de induccién de una respuesta inmunitaria y mejorar las respuestas de los linfocitos T en la
fase efectora (Rodriguez-Manzanet et al., anteriormente). Por ejemplo, TIM-4 se une a TIM-1, que esta presente en
los linfocitos T activados, y coestimula la proliferacién de linfocitos T.

TIM-4 se une a la fosfatidilserina (PS) a través de la hendidura de unién de FG-CC en el dominio variable de
inmunoglobulina (IgV) en el extremo N. TIM-4 se regula positivamente tras la liberacion de DAMP y mejora la
eferocitosis de las células apoptéticas por parte de los macréfagos (Kobayashi, 2007; Albacker, et al., J. Immunol.
2010; 185:6839-6849; Mizui et al. Int. Immunol. 2008; 20:695-708). Por el contrario, los ratones con inactivacién de
TIM-4 tienen defectos en la degradacion lisosomal, la presentacién de antigenos y la preparacién cruzada (Miyanishi
2012, Rodrigues-Manzaneta, 2010).

Se ha demostrado que TIM-4 se expresa en macréfagos y CD en el microambiente tumoral (TME, por sus siglas en
inglés), y puede modular la interaccién entre las células mieloides y los linfocitos T citotéxicos especificos de
antigeno dentro de los tumores. Bahgdadi ef al. (anteriormente) informaron que las células tumorales apoptéticas
fueron ingeridas por macréfagos procedentes de médula 6sea (BMDM) TIM-4+, lo que sugiere que TIM-4 contribuye
a la tolerancia inmunitaria al promover la degradacidn lisosomal excesiva de las células tumorales ingeridas, lo que
conduce a una presentacidn alterada del antigeno tumoral por parte de los macréfagos asociados a tumores (TAM,
por sus siglas en inglés) TIM-4+. La inhibicion de esta funcién parece promover la actividad antitumoral después de
la monoterapia con un anticuerpo bloqueador anti TIM-4 y demuestra una actividad antitumoral sinérgica cuando se
combina con un anticuerpo bloqueador anti TIM-3 en el contexto del modelo de terapia con vacunas (Baghadadi
2013).

El término "antagonista" como se usa con referencia a TIM-4 se refiere a cualquier molécula que inhibe parcial o
totalmente una o mas actividades biol6gicas de TIM-4, in vitro, in situ o in vivo. Los ejemplos de dichas actividades
biolégicas incluyen la unién de TIM-4 a PS, la eferocitosis de células tumorales y la supresién de la presentacidon de
antigenos tumorales, asi como las demas informadas en la bibliografia. Los antagonistas de TIM-4 pueden funcionar
de manera directa o indirecta. Por ejemplo, el antagonista de TIM-4 puede funcionar para inhibir parcial o totalmente
una o mas actividades biolégicas de TIM-4, in vitro, in situ o in vivo como resultado del bloqueo de la unién directa
de TIM-4 a PS y/o el bloqueo de la interaccién de TIM-4 con otros receptores de PS y la reduccién de la capacidad
celular para participar en la eferocitosis de las células tumorales. El antagonista también puede funcionar
interfiriendo con la interaccién de TIM-4 con TIM-1, impidiendo asi la actividad reguladora directa de los linfocitos T.
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El antagonista de TIM-4 también puede funcionar indirectamente para inhibir parcial o totalmente una o més
actividades biol6gicas de TIM-4, in vitro, in situ o in vivo como resultado, por ejemplo, de inhibir otra molécula que, a
continuacién, bloquea la activacién o expresién de TIM-4. Se contempla que un antagonista puede actuar como una
molécula que funciona indirectamente para bloquear, inhibir o disminuir la expresién o actividad de TIM-4.

Un antagonista de TIM-4 puede ser cualquier molécula que inhiba o disminuya directa o indirectamente la actividad
de TIM-4 y reduzca el crecimiento tumoral, ya sea por si sola o junto con otro tratamiento, tal como un antagonista
de PD-1. Los antagonistas de TIM-4 de ejemplo incluyen armazones de unién a TIM-4, tales como anticuerpos anti
TIM-4 ("anticuerpos de TIM-4"), por ejemplo, anticuerpos quiméricos, humanizados o completamente humanos, una
porcién de unién a antigeno de los mismos, o moléculas que se basan en o proceden de cualquiera de estos. Los
antagonistas de TIM-4 también pueden ser proteinas que no son anticuerpos. Por ejemplo, los antagonistas de TIM-
4 también incluyen ligandos de TIM-4 modificados o proteinas de unién, por ejemplo, TIM-1 y moléculas que
proceden de o se basan en PS. Ademas, la biologia regulada por TIM-4 puede verse interferida por proteinas de
fusién tales como TIM-4: Ig.

Un antagonista de TIM-4 puede ser monovalente o multivalente. En determinadas realizaciones, un antagonista de
TIM-4 es bivalente, trivalentes, tetravalente o se une a 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas epitopos de TIM-4, que pueden ser
epitopos de TIM-4 iguales o diferentes. En determinadas realizaciones, un antagonista de TIM-4 es un armazén de
union a TIM-4 monoespecifico multivalente, por ejemplo, una proteina que comprende un armazén de unién a TIM-4
que comprende al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 0 mas regiones que se unen especificamente al mismo epitopo de
TIM-4, cuyas regiones de unién pueden estar compuestas por la misma secuencia de aminoacidos o por una
diferente. Por ejemplo, un antagonista de TIM-4 puede ser un armazén de unién a TIM-4 que comprende 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10 0 més repeticiones de la misma regién de unién a TIM-4, por ejemplo, la regién IgV en el extremo N o
una porcidn de la misma que contiene la hendidura de unién FG-CC' de la regién IgV.

En determinadas realizaciones, un antagonista de TIM-4 se une especificamente a TIM-4, pero no se une
significativa o especificamente a otros miembros de la familia TIM, tal como TIM-1 o TIM-3. En otras realizaciones,
un antagonista de TIM-4 se une especificamente a TIM-4 y TIM-1.

En ofra realizacion, el antagonista de TIM-4 es un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo que se une a TIM-4
humano con una Kp de 107 M, 5 x 108 M, 108M, 5 x 10°M, 10°M, 5 x 10°M, 109 M o menos, en donde el
anticuerpo inhibe el crecimiento tumoral y/o aumenta los CTL especificos del antigeno tumoral. Los anticuerpos que
se unen a TIM-4 humano son conocidos en la técnica. Cualquiera de estos anticuerpos puede usarse junto con un
antagonista de PD-1, con la condicién de que su combinacién de como resultado la inhibicién del crecimiento del
tumor o la reduccién del tamafio del tumor, por ejemplo, en un sujeto que tiene cancer. Los anticuerpos de ejemplo
incluyen aquellos que se unen especificamente al dominio IgV en el extremo N de TIM-4 (por ejemplo, la hendidura
de unién FG-CC"). Los anticuerpos anti TIM-4 incluyen aquellos que se unen a TIM-4 humano, por ejemplo, 9F4
(BioLegend). Los anticuerpos anti TIM4 de ratdn incluyen RMT4-53 (BioXCell, GeneTex), RMT4-54 (BioLegend)
F31-5G3 y 21H12 (BioLegend, BD Biosciences, respectivamente). Las variantes de estos anticuerpos, tales como
los anticuerpos que comprenden las CDR de estos anticuerpos, o los anticuerpos que compiten por la unién a TIM-4
humano o murino con uno de estos anticuerpos o los anticuerpos que se unen al mismo epitopo o a uno similar en
TIM-4 que uno de estos anticuerpos, pueden usarse en combinaciones con un antagonista de PD-1.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti TIM4 para su uso en los métodos descritos en el presente
documento se une a una regién en TIM-4 humano que no es el dominio IgV, y puede ser, por ejemplo, el dominio
madre o cualquier otra regién en el dominio extracelular de TIM-4, siempre que el anticuerpo antagonice la actividad
biolégica de TIM-4, y tenga al menos un efecto aditivo con un antagonista de PD-1 cuando se use para tratar el
cancer (en relacién con cualquiera de los agentes solos).

En otra realizacién, el antagonista de TIM-4 es un agente multivalente, tal como un multimero (por ejemplo, una
construccién de polipéptido con dominio de trimerizacién y un polipéptido que se une a TIM-4).

También se pueden usar agentes que compiten por la unién a TIM-4 con cualquiera de los agentes de ejemplo
enumerados en el presente documento, y que inhiben el crecimiento tumoral o reducen el tamafio del tumor. Se
pueden usar anticuerpos que tienen cadenas VH y VL que comprenden una secuencia de aminoéacidos que es al
menos un 90 %, 95 %, 98 % o un 99 % idéntica a las de cualquiera de los anticuerpos anti TIM-4 enumerados en el
presente documento.

La administracion de un antagonista de TIM-4 puede controlarse mediante imégenes con un agente de unién a
fosfatidilserina (PS) (por ejemplo, péptidos de anexina V, fragmentos de unién a TIM-4), donde el agente de unién a
PS puede estar marcado para la obtenciéon de imagenes, por ejemplo, PET, SPECT, fluorescencia, etc. El agente de
unidén se pone en contacto con las células tumorales diana, y la presencia del agente unido es indicativa de que la
PS esta presente y es capaz de interactuar con TIM-4.

Por ejemplo, la anexina V es una proteina intracelular ubicua en los seres humanos que tiene una afinidad
nanomolar por el fosfolipido anidénico constitutivo unido a la membrana fosfatidilserina (PS), que se expresa
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selectivamente en la superficie de células apoptéticas o estresadas fisiologicamente. Como tal, las formas
radiomarcadas de la anexina V se han usado tanto en modelos animales como en ensayos humanos de Fase | y
Fase Il para utilizar el trazador como un marcador sustituto temprano de la eficacia terapéutica (por ejemplo,
Blankenberg et al. Proc. Am. J. Thoracic. Soc. 2009; 6:469-476). Por ejemplo, el control in vivo de PS dentro del
microambiente tumoral puede realizarse con anti anexina V unida a un radiotrazador marcador (para PET o SPECT),
o con una proteina de fusién TIM-4 unida a un marcador o radiotrazador. Los marcadores podrian incluir puntos q
para imagenes de infrarrojo cercano u otros marcadores més convencionales. Los estudios de pK/Kd pueden
realizarse con anticuerpos radiomarcados.

IV. Composiciones

En un aspecto, la presente invencién proporciona una composicién que comprende un antagonista de PD-1 y un
antagonista de TIM-4 (por ejemplo, formulados juntos en una Unica composicién o formulados por separado). En una
realizacién, el antagonista de PD-1 es nivolumab, pembrolizumab, durvalumab, atezolizumab, avelumab o PDR0OO1.
En una realizacion, la composicién comprende un antagonista de PD-1 y un antagonista de TIM-4, en donde (a) el
antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti PD-1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién
variable de cadena pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y los dominios CDR1, CDR2 y
CDR3 en una regién variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 15; y (b) el
antagonista de TIM-4 es un anticuerpo. En otra realizacién, la composicién comprende un antagonista de PD-1 y un
antagonista de TIM-4, en donde (a) el antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti PD-L1 que comprende los dominios
CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO:
1, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en
la SEQ ID NO: 3 y (b) el antagonista de TIM-4 es un anticuerpo.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para administracién a pacientes humanos se formulan tipicamente
para administraciéon parenteral, por ejemplo, en un portador liquido, o son adecuadas para la reconstitucién en una
solucién o suspensién liquida para administracién intravenosa.

En general, dichas composiciones tipicamente comprenden un portador farmacéuticamente aceptable. Como se usa
en el presente documento, la expresién "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia
reguladora del gobierno o enumerado en la Farmacopea de Estados Unidos u otra farmacopea reconocida
generalmente para su uso en animales, particularmente en seres humanos. El término "transportador” se refiere a un
diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el compuesto. Dichos portadores farmacéuticos
pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo aquellos de origen en el petréleo, animal,
vegetal o sintéticos, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y ricinoleato
de polietilenglicol y glicerol. Como portadores pueden emplearse agua o soluciones salinas acuosas y soluciones
acuosas de dextrosa y glicerol, particularmente para soluciones inyectables. Las composiciones liquidas para
administraciéon parenteral se pueden formular para administraciéon por inyecciéon o infusién continua. Las vias de
administracién mediante inyeccién o infusién incluyen las vias intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intratecal y
subcutanea.

Para uso oral, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, pueden administrarse, por ejemplo, en
forma de comprimidos o céapsulas, polvos, granulos dispersables u obleas, o como soluciones o suspensiones
acuosas. En el caso de comprimidos para uso oral, los portadores que se usan habitualmente incluyen lactosa,
almidén de maiz, carbonato de magnesio, talco y azlcar, y normalmente se afiaden agentes lubricantes tales como
estearato de magnesio. Para administracion oral en forma de capsula, los portadores utiles incluyen lactosa, almidén
de maiz, carbonato de magnesio, talco y azGcar. Cuando se usan suspensiones acuosas para administraciéon oral,
habitualmente se afiaden agentes emulsionantes y/o de suspensién.

Ademas, a las composiciones orales se les pueden afiadir agentes edulcorantes y/o saporiferos. Para administracion
intramuscular, intraperitoneal, subcutanea e intravenosa, normalmente se emplean soluciones estériles del uno o
més principios activos, y el pH de las soluciones debera ajustarse y tamponarse de forma adecuada. Para uso
intravenoso, la concentracion total del uno o mas solutos debe controlarse con el fin de convertir en isoténica la
preparacién.

Para preparar supositorios de acuerdo con la invencién, primero se funde una cera de bajo punto de fusién, tal como
una mezcla de glicéridos de acidos grasos o manteca de cacao, y el principio activo se dispersa homogéneamente
en la cera, por ejemplo, mediante agitacién. A continuacién, la mezcla homogénea fundida se vierte en moldes de
tamafio conveniente y se deja enfriar y, de este modo, solidificar.

Las preparaciones liquidas incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones. Dichas preparaciones tienen como
ejemplo soluciones de agua o agua/propilenglicol para inyeccidn parenteral. Las preparaciones liquidas pueden
incluir también soluciones para administracién intranasal.

Las preparaciones en aerosol adecuadas para inhalacién pueden incluir soluciones y sélidos en forma de polvo, que
pueden estar en combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable, tal como un gas comprimido inerte.
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También se incluyen preparaciones sélidas que estdn destinadas a convertirse, poco antes de su uso, en
preparaciones liquidas para administracién oral o parenteral. Dichas formas liquidas incluyen soluciones,
suspensiones y emulsiones.

V. Poblaciones de pacientes

En el presente documento se proporciona una combinacién de un antagonista de TIM-4 y un antagonista de PD-1
para su uso en métodos eficaces para tratar el cancer en un paciente. En una realizacién, el paciente padece un
cancer seleccionado del grupo que consiste en carcinoma, sarcoma, blastoma, leucemia y linfoma. En otra
realizacién, el paciente padece un cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer de pulmén no microcitico,
cancer de pulmén microcitico, cancer gastrointestinal, cancer colorrectal, cancer de estémago, carcinoma de colon y
glioblastoma. En otra realizacién, el paciente padece un cancer seleccionado del grupo que consiste en leucemia
mieloide crénica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda positiva para el cromosoma Filadelfia
(LLA Ph+), carcinoma de células escamosas, cancer de pulmdn microcitico, cancer de pulmdn no microcitico,
glioma, cancer gastrointestinal, cancer de rifién, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de endometrio, cancer
de rifidn, cancer de préstata, cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de péncreas, glioblastoma multiforme,
cancer de cuello del Utero, cancer de estbmago, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, carcinoma de colon y
cancer de cabeza y cuello, cancer gastrico, tumor de células germinales, sarcoma pediatrico, linfocitos citoliticos
naturales sinonasales, mieloma multiple, leucemia mielégena aguda (LMA) y leucemia linfocitica crénica (LLC).

VI. Terapias/agentes adicionales

Las combinaciones para su uso de la presente invencién (por ejemplo, anticuerpo antagonista de PD-1 junto con un
anticuerpo antagonista de TIM-4) también pueden usarse junto con otras terapias bien conocidas que se seleccionan
por su utilidad particular contra el cancer que se esta tratando. Como alternativa, las combinaciones de la presente
invencién pueden usarse secuencialmente con uno o méas agentes farmacéuticamente aceptables conocidos cuando
no sea adecuado.

Por ejemplo, los antagonistas de PD-1 y el antagonista de TIM-4 descritos en el presente documento se pueden usar
ademas junto (por ejemplo, simultaneamente o por separado) con un tratamiento adicional, tal como irradiacién,
quimioterapia (por ejemplo, usando camptotecina (CPT-11), 5-fluorouracilo (5-FU), cisplatino, doxorrubicina,
irinotecén, paclitaxel, gemcitabina, cisplatino, paclitaxel, doxorrubicina, 5-fu o camptotecina + apo2l/TRAIL (un
combo 6X)), uno o més inhibidores del proteasoma (por ejemplo, bortezomib o0 MG132), uno o mas inhibidores de
Bel-2 (por ejemplo, BH3I-2' (inhibidor de bcl-xl), AT-101 (derivado de R-(-)-gossipol), ABT-263 (molécula pequefia),
GX-15-070 (obatoclax) o MCL-1 (antagonistas de la proteina 1 de diferenciacion celular de leucemia mieloide),
antagonistas de iAP (inhibidor de la proteina de apoptosis) (por ejemplo, smac7, smac4, mimético smac de molécula
pequefia, péptidos smac sintéticos (véase Fulda et al., Nat Med 2002;8:808-15), 1SI1S23722 (LY2181308) o AEG-
35156 (GEM-640)), HDAC (inhibidores de la histona desacetilasa), anticuerpos anti CD20 (por ejemplo, rituximab),
inhibidores de la angiogénesis (por ejemplo, bevacizumab), agentes antiangiogénicos dirigidos a VEGF, y VEGFR,
triterpenoides sintéticos (véase Hyer et al., Cancer Research 2005;65:4799-808), moduladores de c-FLIP (proteina
inhibidora celular de FLICE) (por ejemplo, ligandos naturales y sintéticos de PPARy (receptor activado por el
proliferador de peroxisomas y), 5809354 o 5569100), inhibidores de cinasa (por ejemplo, sorafenib) y/o farmacos
genotéxicos.

Los antagonistas de PD-1 y los antagonistas de TIM-4 descritos en el presente documento se pueden usar ademas
junto con uno o mas agentes citotéxicos antiproliferativos. Las clases de compuestos que pueden usarse como
agentes citotéxicos antiproliferativos incluyen, pero sin limitacién, las siguientes:

Agentes alquilantes (incluyendo, sin limitacién, mostazas nitrogenadas, derivados de etilenimina, sulfonatos de
alquilo, nitrosoureas y triazenos): mostaza de uracilo, clormetina, ciclofosfamida (CYTOXAN™) fosfamida, melfalan,
clorambucilo, pipobromano, ftrietilenomelamina, frietilenotiofosforamina, busulfan, carmustina, lomustina,
estreptozocina, dacarbazina y temozolomida.

Antimetabolitos (incluyendo, sin limitacién, antagonistas de &cido félico, anélogos de pirimidina, analogos de purina e
inhibidores de adenosina desaminasa): metotrexato, 5-fluorouracilo, floxuridina, citarabina, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, fosfato de fludarabina, pentostatina y gemcitabina.

Los agentes antiproliferativos adecuados para su uso en los métodos de la invencién incluyen, sin limitacién,
taxanos, paclitaxel (el paclitaxel estd disponible comercialmente como TAXOL.RTM.), docetaxel, discodermolida
(DDM), dictiostatina (DCT), pelorusida A, epotilonas, epotilona A, epotilona B, epotilona C, epotilona D, epotilona E,
epotilona F, furanoepotilona D, desoxiepotilona B1, [17]-deshidrodesoxiepotilona B, [18]-deshidrodesoxiepotilona B,
C12,13-ciclopropil-epotilona A, epotilona A puenteada CB6-C8, trans-9,10-deshidroepotilona D, cis-9,10-
deshidroepotilona D, 16-desmetilepotilona B, epotilona B10, discoderomolida, patupilona (EPO-906), KOS-862,
KOS-1584, ZK-EPO, ABJ-789, XAA296A (discodermolida), TZT-1027 (soblidotina), ILX-651 (tasidotina clorhidrato),
halicondrina B, mesilato de eribulina (E-7389), hemiasterlina (HTI-286), E-7974, criptoficinas, LY-355703,
inmunoconjugados de maitansinoide (DM-1), MKC-1, ABT-751, T1-38067, T-900607, SB-715992 (ispinesib), SB-
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743921, MHK-0731, STA-5312, eleuterobina, 17beta-acetoxi-2-etoxi-6-oxo-B-homo-estra-1,3,5(10)-trien-3-ol,
ciclostreptina, isolaulimalida, laulimalida, 4-epi-7-deshidroxi-14,16-didemetil-(+)-discodermolidas y criptotilona 1,
ademas de otros agentes estabilizadores de la microtubulina conocidos en la técnica.

En los casos donde es deseable hacer que las células proliferativas aberrantes queden inactivas junto con o antes
del tratamiento con los métodos quimioterapicos de la invencién, también se pueden administrar al paciente
hormonas y esteroides (incluidos analogos sintéticos), tales como 17a-etinilestradiol, dietilestilbestrol, testosterona,
prednisona, fluoximasterona, propionato de dromostanolona, testolactona, megestrolacetato, metilprednisolona,
metil-testosterona, prednisolona, triamcinolona, clorotrianiseno, hidroxiprogesterona, aminoglutetimida, estramustina,
medroxiprogesteronaacetato, leuprolida, flutamida, toremifeno, ZOLADEX™. Cuando se emplean las combinaciones
para su uso o composiciones de la presente invencidn, también se pueden administrar otros agentes usados en la
modulacién del crecimiento o metéstasis tumoral en un entorno clinico, tales como antimiméticos, segln se desee.

Los métodos para la administracién segura y eficaz de la mayoria de los agentes quimioterapicos son conocidos por
los expertos en la técnica. Ademas, su administraciéon se describe en la bibliografia convencional. Por ejemplo, la
administracién de muchos de los agentes quimioterapicos se describe en la Physicians' Desk Reference (PDR), por
ejemplo, edicion de 1996 (Medical Economics Company, Montvale, N.J. 07645-1742, EE. UU).

Un anticuerpo antagonista de PD-1 y un anticuerpo antagonista de TIM4 también pueden combinarse con uno o0 méas
agentes de inmunoterapia que estimulan el sistema inmunitario, por ejemplo, un agente que se une a CTLA-4, LAG-
3, GITR, OX40, IDO, CSF-1R humanos, etc.

El uno o més agentes quimioterapicos y/o la radioterapia se pueden administrar de acuerdo con protocolos
terapéuticos bien conocidos en la técnica. Resultard evidente para los expertos en la técnica que la administracion
del uno o mas agentes quimioterapicos y/o la radioterapia se puede variar dependiendo de la enfermedad a tratar y
los efectos conocidos del uno 0 méas agentes quimioterapicos y/o la radioterapia sobre dicha enfermedad. Ademas,
de acuerdo con el conocimiento del médico experto, los protocolos terapéuticos (por ejemplo, cantidades de
dosificacion y tiempos de administracién) se pueden variar a la luz de los efectos observados de los agentes
terapéuticos administrados sobre el paciente, y a la luz de las respuestas observadas de la enfermedad a los
agentes terapéuticos administrados.

VII. Protocolos de tratamiento

Los protocolos de tratamiento adecuados para tratar el cancer en un paciente incluyen, por ejemplo, administrar al
paciente una cantidad eficaz de un anticuerpo antagonista de PD-1 y un anticuerpo antagonista de TIM-4.

Como se usa en el presente documento, la administracién adyuvante o combinada (administracién conjunta) incluye
la administracién simultanea de los dos antagonistas en la misma forma farmacéutica o en una forma farmacéutica
diferente, o la administracién separada de los dos antagonistas (por ejemplo, administracién secuencial). Por lo
tanto, el anticuerpo antagonista de PD-1 y el anticuerpo antagonista de TIM-4 se pueden administrar
simultdneamente en una Unica formulacién. Como alternativa, el antagonista de PD-1 y el antagonista de TIM-4 se
pueden formular para una administraciéon separada y se administran de forma concurrente o secuencial.

Por ejemplo, el antagonista de PD-1 se puede administrar primero seguido (por ejemplo, inmediatamente seguido)
de la administracién del antagonista de TIM-4, o viceversa. En una realizacién, el antagonista de PD-1 se administra
antes de la administraciéon del antagonista de TIM-4, por ejemplo, el antagonista de PD-1 se infunde en el paciente
primero, seguido de 10 minutos a 3 horas més tarde de una infusién del antagonista de TIM-4. En una realizacion, el
antagonista de TIM-4 se administra antes de la administracién del antagonista de PD-1, por ejemplo, el antagonista
de TIM-4 se infunde en el paciente primero, seguido de 10 minutos a 3 horas més tarde de una infusién del
antagonista de PD-1. Dicha administracién concurrente o secuencial da como resultado preferentemente que ambos
antagonistas estén presentes simultaneamente en los pacientes tratados. En otra realizacion, el antagonista de TIM-
4 y el antagonista de PD-1 se administran simultdneamente.

En una realizacién, a un sujeto se le administra una dosis Unica de un antagonista de TIM-4 y una dosis Unica del
antagonista de PD-1, por ejemplo, un anticuerpo anti PD-1 o anti PD-L1. En determinadas realizaciones, se
administran multiples dosis (por ejemplo, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 0 mas) de un antagonista de TIM-4 y multiples dosis
(por ejemplo, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 o mas) de un antagonista de PD-1 a un sujeto que necesita tratamiento. La
administracién del antagonista de TIM-4 y del antagonista de PD-1 puede realizarse el mismo dia o, como
alternativa, el antagonista de TIM-4 puede administrarse 1 o mas dias antes o después del antagonista de PD-1.

En una realizacidn, las administraciones de un antagonista de TIM-4 y un antagonista de PD-1 pueden realizarse
semanal o mensualmente, en cuyo régimen pueden administrarse el mismo dia (por ejemplo, simultdneamente), o
uno después del otro (por ejemplo, uno o mas minutos, horas o dias antes o después uno del otro). En una
realizacién, el antagonista de TIM-4 y el antagonista de PD-1 se administran cada tres dias.

En una realizacion, la dosis del antagonista de PD-1 y/o antagonista de TIM-4 varia con el tiempo. Por ejemplo, el
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antagonista de PD-1 y/o antagonista de TIM-4 pueden administrarse inicialmente a una dosis alta y puede reducirse
con el tiempo. En otra realizacién, el antagonista de PD-1 y/o antagonista de TIM-4 se administran inicialmente a
una dosis baja y se aumenta con el tiempo.

En otra realizacion, la cantidad del antagonista de PD-1 y/o antagonista de TIM-4 administrada es constante para
cada dosis. En otra realizacién, la cantidad del antagonista de PD-1 y/o antagonista de TIM-4 varia con cada dosis.
Por ejemplo, la dosis de mantenimiento (o de continuacién) del antagonista puede ser mayor o igual que la dosis de
carga que se administra primero. En otra realizacién, la dosis de mantenimiento del antagonista puede ser inferior o
igual que la dosis de carga. Un médico clinico puede utilizar dosificaciones preferidas segln se justifique por la
afeccidn del paciente que esté tratando. La dosis puede depender de una serie de factores, incluyendo el estadio de
la enfermedad, etc. La dosis especifica que debe administrarse en funcidén de la presencia de uno o més de dichos
factores estd dentro de la habilidad del experto. Generalmente, el tratamiento se inicia con dosificaciones mas
pequefias por debajo de la dosis éptima del compuesto. Posteriormente, la dosificacién se aumenta en pequefias
cantidades hasta que se alcanza el efecto 6ptimo en las circunstancias dadas. Por conveniencia, la dosificacién
diaria total puede dividirse y administrarse en porciones durante el dia, si se desea. También puede usarse terapia
intermitente (por ejemplo, una semana de cada tres semanas o tres de cada cuatro semanas).

En una realizacién, el anticuerpo antagonista de TIM-4 se administra a una dosis de 0,1,0,3, 1,2, 3,4,5,6,7,8,90
10 mg/kg de peso corporal. En otra realizacién, el anticuerpo antagonista de PD-1 se administra a una dosis de 0,5,
1,2,3,4,5, 6,7, 8, 9 010 mg/kg de peso corporal. Generalmente, 200 pg/ratéon son aproximadamente 10 mg/kg y
100 pg/ratén son aproximadamente 5 mg/kg. Por lo tanto, basandose en los experimentos descritos en el presente
documento, pueden administrarse a un sujeto una o mas dosis de 1-20 mg/kg de peso corporal, 1-10 mg/kg de peso
corporal, 5-20 mg/kg de peso corporal o 5-10 mg/kg de peso corporal de un antagonista de TIM-4 y antagonista de
PD-1. En determinadas realizaciones, se usa una dosis de 0,3 mg/kg a 10 mg/kg de peso corporal de un antagonista
de TIM-4 y se usa una dosis de al menos 1 mg/kg, por ejemplo, 1-10 mg/kg de peso corporal de un antagonista de
PD-1.

VIll. Resultados

Los pacientes, por ejemplo, seres humanos, tratados de acuerdo con la invencién experimentan preferentemente
una mejora en al menos un signo de cancer. En una realizacién, la mejora se mide mediante una reduccién de la
cantidad y/o tamafio de las lesiones tumorales medibles. En otra realizacién, las lesiones se pueden medir en
radiografias de térax o en las peliculas de TAC o RMN. En otra realizacién, se puede usar citologia o histologia para
evaluar la respuesta a una terapia.

En una realizacién, el paciente tratado exhibe una reduccién en el tamafio de un tumor, reduccién del nimero de
lesiones metastésicas en el tiempo, respuesta completa, respuesta parcial y enfermedad estable. En otra realizacién,
el paciente tratado experimenta retracciéon del tumor y/o disminucién de la velocidad de crecimiento, es decir,
supresidon del crecimiento del tumor. En otra realizacién, la proliferaciéon celular no deseada se reduce o se inhibe.
En otra realizacién mas, se puede producir uno o mas de los siguientes: se puede reducir el nimero de células
cancerosas; se puede reducir el tamafio del tumor; la infiltracién de células cancerosas en los 6rganos periféricos se
puede inhibir, retrasar, ralentizar o detener; la metastasis tumoral se puede ralentizar o inhibir; el crecimiento del
tumor se puede inhibir; la recidiva del tumor se puede prevenir o retrasar; uno o mas de los sintomas asociados con
el cancer se pueden aliviar en cierta medida.

En otra realizacidn, la combinacién para su uso descrita en el presente documento produce una tasa de beneficio
clinico comparable (CBR = CR (respuesta completa), PR (respuesta parcial) o SD (enfermedad estable) 26 meses)
mejor que la lograda por un antagonista de PD-1 (por ejemplo, anticuerpo) o TIM-4 (por ejemplo, anticuerpo) solo.
En otras realizaciones, la mejora de la tasa de beneficio clinico es de aproximadamente el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 % o mas, por ejemplo, en comparacién con el tratamiento con un antagonista de PD-1 o
antagonista de TIM-4 solo o en relacién con el crecimiento del tumor el primer dia de tratamiento o inmediatamente
antes del inicio del tratamiento.

En otra realizacion, la administracién de un antagonista de PD-1 y un antagonista de TIM-4 da como resultado una
reduccién de al menos tres veces (por ejemplo, una reduccién de 3,5 veces) en el volumen del tumor, por ejemplo,
en relacién con el tratamiento con el antagonista de PD-1 o el antagonista de TIM-4 solo o en relacién con el
crecimiento del tumor el primer dia de tratamiento o inmediatamente antes del inicio del tratamiento.

En una realizacién adicional, la administracién de un antagonista de PD-1 y un antagonista de TIM-4 da como
resultado una inhibicién del crecimiento del tumor de al menos el 80 %, por ejemplo, en relacién con el tratamiento
con el antagonista de PD-1 o el antagonista de TIM-4 solo o en relacién con el crecimiento del tumor el primer dia de
tratamiento o inmediatamente antes del inicio del tratamiento.

En determinadas realizaciones, la administracién de un antagonista de PD-1 y un antagonista de TIM-4 reduce la

masa tumoral en al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % con respecto a
la masa tumoral antes del inicio del tratamiento o el primer dia de tratamiento. En alguna realizacién, la masa
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tumoral ya no es detectable después del tratamiento como se describe en el presente documento. En algunas
realizaciones, un sujeto estd en remisiéon parcial o completa. En determinadas realizaciones, un sujeto tiene una
mayor supervivencia general, tasa de supervivencia media y/o supervivencia libre de progresion.

IX. Kits y formas farmacéuticas unitarias

También se proporcionan en el presente documento kits que incluyen una composicién farmacéutica que contiene
(a) un anticuerpo antagonista de PD-1 y (b) un anticuerpo antagonista de TIM-4 y un portador farmacéuticamente
aceptable, en una cantidad terapéuticamente eficaz adaptada para su uso en los métodos anteriores. En una
realizacién, el antagonista de PD-1 es un anticuerpo (por ejemplo, 5C4 o 12A4, respectivamente). En otra
realizacién, el antagonista de TIM-4 es un anticuerpo. Los kits opcionalmente también pueden incluir instrucciones,
por ejemplo, que comprenden programas de administraciéon, para permitir que un profesional (por ejemplo, un
médico, enfermera o paciente) administre la composicién contenida en el mismo a un paciente que tiene cancer. El
kit también puede incluir una jeringa.

Opcionalmente, los kits incluyen mudltiples envases de las composiciones farmacéuticas de dosis Unica que
contienen cada uno una cantidad eficaz del antagonista de PD-1 y el antagonista de TIM-4 para una Unica
administracién de acuerdo con los métodos proporcionados anteriormente. También pueden incluirse en los kits
instrumentos o dispositivos necesarios para administrar la una o0 mas composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, un
kit puede proporcionar una 0 mas jeringas precargadas que contienen una cantidad del antagonista de PD-1 y el
antagonista de TIM-4.

En una realizacién, la presente invencién proporciona un kit para tratar el cancer en un paciente, comprendiendo el
kit:

(a) una dosis de un antagonista de PD-1;

(b) una dosis de un antagonista de TIM-4; y

(c) instrucciones para usar el antagonista de PD-1 y el antagonista de TIM-4 en los métodos descritos en el
presente documento, en donde el antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y el
antagonista de TIM-4 es un anticuerpo anti antagonista de TIM-4.

En una realizacién, la presente invencién proporciona un kit para tratar el cancer en un paciente, comprendiendo el
kit:

(a) una o més dosis de un antagonista de PD-1;

(b) una o més dosis de un antagonista de TIM-4; y

(c) instrucciones para usar el antagonista de PD-1 y el antagonista de TIM-4 en los métodos descritos en el
presente documento, en donde el antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y el
antagonista de TIM-4 es un anticuerpo anti antagonista de TIM-4.

En determinadas realizaciones, el antagonista de TIM-4 es un anticuerpo. En determinadas realizaciones, el
antagonista de PD-1 es un anticuerpo. En realizaciones particulares, el antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti
PD-1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una region variable de cadena pesada que tienen la
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena
ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 15. En otra realizacién particular, el antagonista de PD-1
es un anticuerpo anti PD-L1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena
pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regidn
variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 3.

Ejemplos

Materiales y métodos

Animales

Se usaron ratones C57BL6 hembra de diez a once semanas de edad (Harlan) en los estudios. Los ratones
recibieron comida y agua ad libitum y se mantuvieron en un ambiente controlado de acuerdo con las regulaciones
internacionales de la Asociacién para la Evaluacién y Acreditacién de Laboratorio de Cuidado de Animales
(AAALAC, por sus siglas en inglés). Todos los estudios en animales han sido aprobados por el comité de ética
correspondiente y, por lo tanto, se han realizado de conformidad con las normas éticas establecidas en la
Declaracién de Helsinki de 1964 y sus enmiendas posteriores.

Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal anti PD-1 de ratén (mAb anti mPD-1) clon 4H2, isotipo 19G1 de ratén, se produjo y se
purificé por Bristol-Myers Squibb (Biologics Discovery, CA). El mAb anti TIM-4, RMT4-53 se ha descrito previamente
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(Yeung et al,, J. Immunol. 2009; 191:4447-4455). Brevemente, se inmunizaron ratas Sprague Dawley con una
proteina de fusion TIM-4-Ig que contenia el dominio extracelular de TIM-4 murino (aa 1-288) con la porcién Fc de
IlgG2a de ratén, y que fusionaba células LN con células de mieloma P3U1. RMT4-53 reacciona con células TIM-
4/NRK pero no con células NRK progenitoras u otras células de la familia TIM transfectadas (TIM-1 B6/NRK, TIM-1
BALB/NRK, TIM-2/NRK, TIM-3 B6/NRK, TIM-3 BALB/NRK). Se certificd que los anticuerpos tenian niveles de
endotoxina <0,5 UE/mg, >95 % de pureza y <5 % de especies de alto peso molecular. Las soluciones madre de mAb
anti mPD-1 (clon 4H2; 1IgG1 de ratén) y anticuerpo anti mTIM-4 (clon RM 4-53; IgG2a de rata) se mantuvieron a 4 °C
antes de su uso. Las soluciones de dosificacién de mAb anti mPD-1 y mAb anti mTIM-4 se prepararon en solucién
salina tamponada con fosfato estéril (pH 7,0) y se mantuvieron a 4 °C.

Lineas celulares

CT-26 es una linea celular de carcinoma de colon indiferenciado con una morfologia de fibroblastos (ATCC). Los
ratones inoculados por via subcutanea desarrollan tumores letales con una frecuencia del 80 % con 10° células y del
100 % con 10% células. Las metastasis pulmonares se desarrollan cuando se inoculan ratones, por via intravenosa,
con 10 células (Wang et al. J. Immunol. 1995; 154:4685-4692). La linea celular MC38 se obtuvo de células de
adenocarcinoma de colon murino C57BL6 (CD44+ALDH1+) con una morfologia epitelial.

Expresién de TIM-4

La expresion de TIM-4 en macréfagos peritoneales de ratén y TAM se confirmé mediante citometria de flujo.

Inmunohistoquimica

El analisis inmunohistoquimico con anticuerpo anti TIM4 de conejo (Atlas Antibodies, HPA015625) demostré la
expresion de TIM-4 en macréfagos residentes en tejido presentes en amigdalas, pulmén e higado humanos. La
expresion se demostré en tejido fijado que se secciond y se aplicé a un portaobjetos de vidrio Superfrost Plus con un
grosor de 5 micrémetros. Las secciones se dejaron secar durante una noche a temperatura ambiente. A
continuacién, los tejidos se desparafinaron en xileno seguido de hidratacién con agua destilada en una serie
graduada de etanol. La recuperacion de antigeno se realizé usando HIER con EDTA Biocare Medical, a pH 8,2 (1x)
a aproximadamente 115 °C durante 1 minuto y a continuacién se enfrié durante 20 minutos a TA. Las secciones se
aclararon en tampén TNT (TBS + Tween al 0,5 %) y se aislaron usando un boligrafo PAP. El bloqueo se realiz6 con
Biocare Medical Background Sniper durante 30 minutos a TA, seguido de aclarado con tampén TNT 1x, incubacién
en bloqueo de peroxidasa Dako durante 10 minutos a TA y aclarados con tampén TNT 2x. La tincién primaria de
anticuerpos se realizé usando una dilucién 1/1000 en diluyente de anticuerpos Biocare Medical Renaissance y
reductor de fondo durante 60 minutos a TA y aclarados con tampén TNT 3x. El anticuerpo de deteccién se aplicd
usando la cantidad adecuada de gotas para cubrir la seccién con polimero de conejo-HRP MACH3 de Biocare
Medical e incubando durante 30 minutos a TA seguida de aclarados con tampdn TNT 3x. Las muestras se incubaron
con Biocare Medical Betazoid DAB y la reacciéon se detuvo colocando los portaobjetos en agua). Las secciones se
contratifieron con hematoxilina, Leica durante 30 segundos, se lavaron con agua del grifo, se incubaron en solucién
Bluing durante 45 segundos a 1 minuto, se lavaron 2 veces con agua, se deshidrataron en series graduadas de
alcohol y xileno y a continuacién se montaron.

Ejemplo 1: Inhibicién de la eferocitosis por el anticuerpo anti TIM-4

Los timocitos se aislaron de ratones BALB/c y se cultivaron con o sin dexametasona durante 4 horas para inducir la
apoptosis. A continuacion, las células se incubaron con el colorante pHrodo durante 5-10 minutos de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (Thermofisher Scientific). Brevemente, se lavaron 2 x 107 células en medio sin suero
1x y se suspendieron de nuevo en 1 ml de diluyente C (nimero de catadlogo G8278). A continuacién, las células se
tiferon afiadiendo 1 ml de solucién de colorante 2x (afiadiendo 4 ml de la solucién de colorante etandlico PKH26
(numero de catalogo P9691) a 1 ml de diluyente C) y mezclando la muestra mediante pipeteo. La incubacién fue
durante 5 minutos con mezcla periédica. La reaccién de tinciéon se detuvo afiadiendo un volumen igual de suero e
incubando durante 1 minuto. A continuacién, las células se lavaron 1 vez en medio sin suero y 2 veces en PBS. Se
inyectaron i.p. 3 x 108 células marcadas con pHrodo en ratones BALB/c y los macrofagos peritoneales se recogieron
mediante lavado inyectando 3-5 ml de PBS enfriado con hielo + EDTA 2 mM en la cavidad peritoneal de los ratones
sacrificados, palpando el abdomen y a continuacién extrayendo la solucién mediante aspiracién con aguja. A los
animales experimentales se les inyecté el anticuerpo anti TIM4 RMT4-53 1 hora antes de la inyeccién de los
timocitos T marcados con pHrodo.

La captacién de células apoptéticas por parte de los macréfagos peritoneales se midié usando citometria de flujo.
Brevemente, los macréfagos peritoneales se lavaron 2 veces en PBS, se suspendieron de nuevo en 100 pl de
colorante de viabilidad (eBioscience) y se incubaron en hielo durante 15 minutos. Las células se lavaron 1 vez en
PBS y se incubaron en FcBlock (BioLegend) durante 15 minutos sobre hielo. A continuacién, las células se tifieron
con anticuerpos contra CD45 (BD), Tim-4 (BioLegend), CD 11b (BioLegend), CD 206 (BioLegend) y F4/80+
(BioLegend), durante 30 minutos sobre hielo. A continuacién, las células se lavaron 1vez y se suspendieron de
nuevo en Perm/Fix. A continuacién, las muestras se recogieron en un LSR Fortessa x20 (BD). Para identificar las
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células que participaban en la eferocitosis, se seleccionaron células mieloides CD45+/CD11b+ de la poblacién de
células vivas. De estas células, los macréfagos que participaban en la eferocitosis se definieron como F4/80+,
OPKH26+. Los resultados se exponen en la Tabla 2.

Tabla 2.
% de células apoptoéticas
Control 25-40
Control + Dex 50-70
Experimental + anti TIM4 10-15
Experimental + Dex y TIM-4 22-42

Los resultados demuestran un aumento de la eferocitosis de las células apoptéticas (50-70 %) en relacién con las
células no apoptéticas (25-40 %). La adicidn del anticuerpo de bloqueo anti TIM-4 redujo en gran medida la
captacién tanto de células viables como apoptéticas. Esto demuestra que TIM-4 es un mediador importante de la
captacién celular.

Ejemplo 2: Inhibicién del crecimiento tumoral in vivo en el modelo CT26 mediante tratamiento combinado con
anticuerpo anti TIM-4 y anticuerpo anti PD-1

Se realizé un experimento en un modelo tumoral murino para ensayar la hipétesis de que la combinacién de anti
TIM-4 y anti PD-1 potenciaria la eficacia antitumoral. Se evalué el crecimiento tumoral en ratones SC CT-26, un
modelo tumoral de adenocarcinoma de colon (TGM-1438), después del tratamiento con el anticuerpo anti TIM4,
RTM-453, solo o junto con un anticuerpo anti PD1, IgG1 D265A.

El dia O se implantaron por via subcutanea 10°células CT-26 a ratones BALB/c hembra (Harlan; de
aproximadamente 8-9 semanas de edad). Se evaluaron sesenta ratones por peso corporal y mediciones de tumores
después de una dosificacién 2 veces/semana de acuerdo con el siguiente programa:

Tabla 3: Programa de dosificacién:

Grupo N Tratamiento Régimen de dosificacién

1 15 mAb de control de isotipo migG1 0,45mg, IP,d. 7,10, 13

2 15 mADb de IgG1 mPD-1 D265A + mAb de control 0,2 +0,25*mg, IP,d. 7,10, 13

4 15 mAb de 1IgG2a mTIM-4 de rata + mAb de control 025+ 0,2*mg, IP,d. 7,10, 13

6 15 mAb mTIM-4 + mPD-1 0,25mg +0,2mg, IP, d. 7,10, 13

Los dias de la dosificaciéon, se combinaron los dos anticuerpos y se inyecté un total de 100 pl de anticuerpo
combinado en los ratones. Se extrajeron los bazos y los tumores de cinco ratones por grupo y se procesaron para el
analisis de citometria de flujo de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) y células inmunitarias del bazo el dia 16 de
acuerdo con el siguiente protocolo:

Brevemente, las células se suspendieron de nuevo en PBS y se dividieron en alicuotas en placas (bazos 2 x
108/pocillo, todas las células tumorales/pocillo) y a continuacién se lavaron 2 veces en PBS, con retroceso. A
continuacién, las células se suspendieron de nuevo en 100 pl de colorante de viabilidad (eBioscience) y se
incubaron en hielo durante 15 minutos. Las células se lavaron 1 vez en PBS y se incubaron en 50 pl de FcBlock
(BioLegend) durante 15 minutos sobre hielo y a continuacién se tifieron con 50 pl de mezcla de tincién de
anticuerpos como se describe a continuacién durante 30 minutos. A continuacién, las células se lavaron 1 vez con
tampdn FACS y se suspendieron de nuevo en Perm/Fix. A continuacién, las muestras se recogieron en un LSR
Fortessa x20 (BD).
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analisis de CD44/CD62L para determinar los linfocitos T del subconjunto en subconjuntos de linfocitos T sin

tratar, activados y de memoria;

FoxP3 para evaluar la poblacién de Tregs (FoxP3+CD4+linfocitos T);

CD8+CD107a+ para evaluar los linfocitos T CD8+ de desgranulacién (Antigeno/CTL especifico de tumor)

Panel mieloide

Fluor Especificidad Clon Anticuerpo N.° de Empresa
cat.

Alexa Fluor CDllc N418 Anticuerpo anti CDllc de 117306 | BiolLegend 1:100

488 (FITC) ratén FITC

PE CD115 AFS98 Anticuerpo anti CD115 de 135506 | BiolLegend 1:100
ratén PE (CSF-1R)

PerCp-Cy5.5 | CD49b DX5 Anticuerpo anti CD49b de 108916 | BiolLegend 1:100
raton PerCp/Cv5.5 (linfocitos
pan-NK)

BUV 395 CD45 30-F11 Anticuerpo anti CD45 de 564279 | eBioscience | 1:100
ratdén de rata BUV395

BV 421 LveC HK1.4 Anticuerpo anti Ly6C de 128032 | BiolLegend 1:200
ratén Brilliant Violet 421™

BV 605 Thv 1.2 (CD90.2) 53-2,1 Anticuerpo anti Thvl.2 de 140317 | BiolLegend 1:200
ratén Brilliant Violet 605™

BV 711 Gr-1 RB6-8C5 Anticuerpo anti Gr-1 de ratéon | 104731 BioLegend 1:200
Brilliant Violet 711™

BV 785 F4-80 BMS8 Anticuerpo anti F4/80 de 123141 BioLegend 1:200
ratén Brilliant Violet 785™

APC Lv6G 1A8 Anticuerpo anti Lv-6G de 127614 | BiolLegend 1:200
ratbn APC

AF-700 CD11b MI/70 Anticuerpo anti CD11b de 101222 | BiolLegend 1:100
ratdn/humano Alexa Fluor
700

PE-Cy7 MHC I M5/114.15.2 | Anticuerpo anti I-A/I-E de 107630 | eBioscience | 1:100
raton PE-Cy7

APC eFluor Colorante de n/d Colorante de viabilidad 65- eBioscience | 1:1000

780 (APC- viabilidad fijable fijable eFluor® 780 0865-14

Cv7)

Bloque Fc bloque 93 TruStain FeX anti CD16/32 101320 | BiolLegend
de ratén

Subconjunto de células mieloides para TAM, MDSC, linfocitos NK, linfocitos B
CD80, Tincién de CD86 para APC activadas

Las poblaciones mieloides en el bazo y los tumores se muestran en la figura 3. Las poblaciones de linfocitos T CD8+
en el bazo y los linfocitos infiltrantes de tumor se muestran en la figura 4. Las poblaciones de células CD4+ en el
bazo y los linfocitos infiltrantes de tumor se muestran en la figura 5. Los datos demuestran un cambio en las
poblaciones de células mieloides y un aumento de los linfocitos T activados en los linfocitos infiltrantes de tumor.

Los diez ratones restantes por grupo se controlaron para determinar el crecimiento tumoral. El tamafio del tumory el
peso corporal se midieron dos veces por semana. El tamafio del tumor (medido en mm?) se calculé multiplicando la
longitud del tumor por el cuadrado de la anchura del tumor dividido por 2. Los tratamientos se iniciaron cuando los
tumores subcutaneos alcanzaron un tamafio medio de 200 mm?3 (modelo establecido).

El anticuerpo anti TIM-4 administrado junto con el anticuerpo anti PD-1 proporcioné una actividad antitumoral
mejorada por encima de la actividad de cada agente por separado. La combinacién demostrd tasas de crecimiento
tumoral reducidas (figuras 6-8) y un aumento de la tasa de supervivencia general (figura 9). En resumen, la
combinacién del mAb anti TIM-4 y el mAb PD-1 dio como resultado una actividad sinérgica en comparacién con la
actividad obtenida por agentes individuales por separado. Por lo tanto, los resultados de este estudio demuestran
que un régimen de combinacién de mAb anti mTIM-4 y mAb PD-1 es bien tolerado y da como resultado una
actividad antitumoral marcada.

Ejemplo 3: Inhibicién del crecimiento tumoral /n vivo en el modelo MC38 mediante tratamiento combinado con
anticuerpo anti TIM-4 y anticuerpo anti PD-1
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Se evalu6 el crecimiento tumoral en ratones MC38, un modelo de tumor de adenocarcinoma de colon, después del
tratamiento con el anticuerpo anti TIM4, RTM-453, solo o junto con un anticuerpo anti PD1, IgG1 D265A.

El dia 0 se implantaron por via subcutdnea 10°células MC38 a ratones C57/BL6 hembra (Harlan; de
aproximadamente 8-9 semanas de edad). Se dosific a los ratones a partir del dia 6. Se administraron tres dosis de
200 pgfinyeccién por via intraperitoneal cada 4 dias. Cuando se administraron los dos anticuerpos a un ratén,
primero se combinaron los anticuerpos y se administraron juntos al ratéon. Los tumores se midieron usando
calibradores y los volumenes tumorales se calcularon usando la formula (L2xA)/2. Supervivencia libre de progresion
definida como el n.° de dias que el tumor necesita para alcanzar el cuadruple del volumen tumoral inicial.

Los resultados se proporcionan en las figuras 10, 11 y 12, y en la Tabla X. La figura 10, que proporciona el
porcentaje de supervivencia libre de progresiéon en relacién con los dias posteriores al implante, muestra que la
administracién de la combinacién de los anticuerpos anti PD-1 y anti TIM4 da como resultado un mayor porcentaje
de supervivencia libre de progresién en relacién con cada anticuerpo por separado y en relacién con el control de
isotipo. La Tabla X muestra que el tratamiento combinado proporcioné regresiones mas completas en relacién con
cada anticuerpo por separado y en relacién con el control de isotipo. La figura 11, que muestra el volumen tumoral
medio de MC38 en relacién con los dias posteriores al implante, indica que el tratamiento combinado redujo el
volumen tumoral medio mas en relacién con cada anticuerpo por separado y en relacién con el control de isotipo. La
figura 12A-C muestra los volumenes tumorales individuales de MC38 y confirma los resultados que se muestran en
las figuras 10, 11y la Tabla X.

Tabla 5: Ndmero de ratones con regresiones tumorales completas

Tratamiento Regresiones completas
Control de isotipo 0/10
Anti PD1 solo 2/10
anti TIM4 (RMT4-53 migG1 D265A) solo 0/10
Anti PD1 + anti TIM4 (RMT4-53 migG1 D265A) 4/10

Por lo tanto, la administracién de una combinacién de un anticuerpo anti TIM4 con un anticuerpo anti PD-1 en los
modelos animales CT26 y MC39 dio como resultado un efecto antitumoral més fuerte en relacién con cada
anticuerpo solo.

Sumario del listado de secuencias

SEQ SECUENCIA
ID
NO:
1 Secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena pesada (VH) de mAb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en
eI documento WO 2007/005874 Y Ia Patente de EE. UU N 07.943. 743)
TS e TP K g \[(5\(\.{77“ \’ TR A T
LESLRSEDTAVYEC
2 Secuen0|a de nucleotldos de regién variable de cadena pesada (VH) de mAb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en el
documento WO 2007/005874 y Ia Patente de EE UU N ° 7 943 743)
fili‘};:
(SIS sTele] >
3 Secuen0|a de amlnoa0|dos de reglon variable de cadena ligera (VL) de mAb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en el
documento WO 2007/005874 y la Patente de EE uu N °7. 943 743)
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(continuacién)

SEQ

NO:

SECUENCIA

Secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena ligera (VL) de mAb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en el
documento WO 2007/005874 y la Patente de EE. UU N.©7.943. 743)

maa @il gt Q@ goe ave olg Lot Lbg Lol oo
3CC agh. JAg Agl
cag gt o
Toane
AT

cag oag gt

GRA Ags
tla goc
tat gat
agt. ggg
aaEa gat

LLe Qoo cads gug 8o aag alg gda ale aaa

Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada
mADb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en el documento WO 2007/005874 y la Patente de EE. UU. N.°© 7.943.743)
TYAIS

Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada
mAb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en el documento WO 2007/005874 y la Patente de EE. UU. N.°© 7.943.743)

GIIPIFGKAHYAQKFQ

Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada
mADb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en el documento WO 2007/005874 y la Patente de EE. UU. N.°© 7.943.743)
KFHFVSGSPFGMDV

Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera
mADb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en el documento WO 2007/005874 y la Patente de EE. UU. N.°© 7.943.743)

RASQSVSSYLA

Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera
mADb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en el documento WO 2007/005874 y la Patente de EE. UU. N.°© 7.943.743)
DASNRAT

10

Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera
mAb anti PD-L1 (12A4; 12A4 en el documento WO 2007/005874 y la Patente de EE. UU. N.°© 7.943.743)
QQRSNWPT

11

Secuencia de aminoacidos de cadena pesada
mAb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168) (regién variable subrayada; regién constante en
negrita)

E ol

SOCRSTLRLDCRASSIT B
AL LSRONSRKNL )
SASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSNNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLETKTYTCNVDHKP SNTKVDRKRVESKYGPPCPPUPARRFLG
GPSVFLFPPKPRDTLMISRTPEVICYVVRVSQEDPEVOFNRY VDGV
EVHNAKTEPREEQEPNSTYRVVSVLIVLHQDWINGKEYKCKVSNKG
LPSSIEKTISKAKGQOPREPOVYTLPPSQEEMTRKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVERESNGORPENNYKTTPEVIDSDGSFELYSRLTVDKSRNQEGNV
FECSVMHEALENEYTOKSLSLSLGK

5

12

Secuencia de aminoacidos de cadena ligera
mAb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168) (regién variable subrayada; regién constante en
negrlta)

CRATLSLEEOERATLECRASQSV WY QURFCUAPRLL L
.TG:PARESGSGSCTDFT‘I~SSLEPEEFr‘-_'“ SSHWER
JKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
RVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK

VYACEVTHQGLSSPVTESFNRGEC

13

Secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada (VH)
mAb antl PD 1 (5C4 en el documento WO 2006/121 168) (SEQ ID NO:4 del documento WO 2006/121168)

14

Secuen0|a de nucleétidos de regién variable de cadena pesada (VH)
mAb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168)

(SEQ ID NO:60 del documento WO 2006/121168)
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(continuacién)

SEQ SECUENCIA
ID
NO:
cag glg <cag clg glg gag tcl ggg gga g9gc 9glg glc cag ccl g9y agyg Lcco
ctg aga c¢tce gac tgt aaa gcog teot gga ate ace tte agt aac tct gge atg
cac tgy gte cge cag gebt coca ggc aag ggy <ty gag tgg gty gca gttt att
tgg tat gat gga agt aaa aga tac tat gea gac tee gty aag gge cga tte
acc atc tcoc aga gac aabt tce aag aac acg ctg Lttt ctg caa atg aac
age ¢lg aga goc gag gac acg gel glg tab tac gl gcg aca
aac gac gac tac tgg ggce cag gga ace ¢tg gtc acc gte teco
tca
15 Secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera (VL)
mAb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/12116
EIVLIQSPA ABQH 3
<
16 ia de nucleétidos de region variable de cadena ligera (VL)
mAb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168) (SEQ ID NO:67 del documento WO 2006/121168)
gaa al.l glg tlLg aca cag tcl cca goe ace clg Lol LLg Lol cca ggg gaa
aga gcc acce cte tee tge agg gee agt cag agt gtt agt agt tac tta gee
tgg tac caa cag aaa cct ggce cag got CoocC agyg ctco ctc atc tat gat gca
Lce aac agg geco act ggo ate cca geo agg ttc agt gge agl ggg Lol ggg
aca gac Lic acl clo ace ate age age <¢la gag ccl gaa gal LLL gca gt
tat tac tgt cag cag aght age aac tgg cct ¢gg acg ttc
ggc <aa ggg acc aag ng gaa alc aaa
17 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena pesada
mADb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168) (SEQ ID NO:18 del documento WO 2006/121168)
NSGMH
18 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena pesada
mADb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168) (SEQ ID NO:25 del documento WO 2006/121168)
VIWYDGSKRYYADSVKG
19 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena pesada
mAb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168) (SEQ ID NO:32 del documento WO 2006/121168)
NDDY
20 Secuencia de aminoacidos de CDR1 de cadena ligera
mAb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168) (SEQ ID NO:39 del documento WO 2006/121168)
RASQSVSSYLA
21 Secuencia de aminoacidos de CDR2 de cadena ligera
mADb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168) (SEQ ID NO:46 del documento WO 2006/121168)
DASNRAT
22 Secuencia de aminoacidos de CDR3 de cadena ligera
mADb anti PD-1 (5C4 en el documento WO 2006/121168) (SEQ ID NO:53 del documento WO 2006/121168)
QQSSNWPRT
23 Secuencia completa de PD-1 (n.° de acceso de GenBank: U64863)
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(continuacién)

SEQ

NO:

SECUENCIA

agllicccll
ctccaggeat
gclggeggee
tcccagecet
acacatcgga
agctggocogce
cacaaclgco
Jgocggcaccta
tgcgggeaga
cclcacccag
tgggcagect
ggacaataqgyg
tgttctctgt
cocghgecochtyg
geacctcate
ggeclgagga
tgcagaccct
caggceeallg
cacclgcace
Jgcagcaggt
gccagcacag
tgctgectgee
cctgcoctgaa
gtggcatccc
atgggyactygy
aaggtcagaa
at.gcccagge
Jgcagagctyg
cocageccect
ggcbgggglL
tgcaggcace
gaaattattt
ttccoceoocgygyg
ccccactect
gacaaggqgat
calgecl

cegel.caccl
gcagatccca
aggalggllc
gctegtggtyg
gagettegtyg
ctteceoccgag
caacgggcegl
cctetgtggg
gctcagggtyg
gccagcagygce
ggtgctgcta
agccaggcygce
ggactatggyg
tgtccctgag
ccocgeccyge
lLggacaclge
ccaccatgag
caggceglee
aggcacagaeae
gtcacegtec
agctgcealge
tgcggcoccgyg
cttggggget
gaaacgecccht
ggactcccca
gagetcetgg
agcacclcag
gaggccttte
cacaccacte
gactcaggece
tagggceccce
aaaggggttyg
goctagtacc
ggggcagggce
cooccettceee

ccgeclgage
caggcgecoct
Ltagaclcce
acegaaggygyg
ctaaactggt
gaccgcageo
gacltccaca
goccatctoco
acagagagaa
cagltccaaa
gtctgggtcco
accggecage
gagctggatt
cagacggagt
aggggeteay
Lellggocoe
cocgggtecag
aggggelgag
coaccacagg
cotacaggga
gloocagoloo
ggctgaagge
ggttggagat
ggacygcagygy
ggagttatct
ctgtggtyggy
geoat Lighyg
aggaocagceea
gggagaggga
celecccaget
catgtgocca
goegggetee
ccegegtgge
caccagcatc
tgtggttcta

agl.ggagaag
ggccagtogt
cagacaggec
acaacgocac
accgeatgag
agccoggeca
Lgagcgtggl
tggccoccoccaa
gggcagaagt
ccel.ggt.ggl

tggccgtcat
coctgaagyga
tccagtggeg
atgccaccat
cogacggoce
Letgacegge
cgcatttect
ctgeclggag
actcalglcl

gggcecagatg
clgaalclcl
gocgtggeocce
ggccttggay
coccaagactyg
gcteccctgea
cagggcagga
gggeagggaa
goactetgge
catcctacygg
glggccaccl

ccctgggage
caccagggece
ctatccactc
caggceggoca
ttatattata

gcggecaclcl
ctgggcggty
clLggaaccce
cttecacctyge
ccoccagcaac
ggactgeeoge
caggygcescgyg
ggcgcagatc
goccacagac
Lgglgtecglg
ctgeotcoocgy
ggacccctea
agagadagacc
tgtcttteoct
tcggagtgec
LLzellggeo
caggagaagce
gcgaccgggyg
caalgcocac
cagtcactge
goclgobtgolyg
tgocctgacga
cagccaaggt
Jgcacaggagy
ggcctagaga
aacccctoce
gclgaggoag
ctocotgooge
tcccaagqgto
ggalgtlggg
tctocttgga
tgggtgagaa
ctcacatcca
gcaggcacct
attataatta

gglagggclyg
ctacaactgg
cccaccliel
agctteteca
cagacggaca
ttcegtgtea
cgcaal.gaca
aaagagagcc
caccccagea
ggcggectge
gcocgcacgayg
geegtgectyg
ccggagcccce
agcggaatgy
cagccactga
accaglgllc
aggcagggty
cl.ccagectyg
aglgagecca
ttcaggtac

clLgelgelge
cccggagcect
gcecoctggca
tgggaggtac
agtttcaggyg
acctttacac
Laagcgggca
cgecattocac
aggagggeay
agggcagaag
acccattcecct
ggtacaggcyg
cacactgcac
gagtggctgg
aatatgagag

24

Secuencia de aminoacidos de PD-L1 humano, precursor de la isoforma a (n.° de acceso de

GenBank NP

MR_FAVE_FM

DENZIQFVHG

054862.1)
CYWHLNAET

EEDLKVQOHSS

VOVEPRD_Y WY

YRQRARZLKD

EYCENMLLEC

QISLGNAMLQ

KEPVEEQ_DL

TTOVKLQDAG

AA_ _VIWEME

VYRCMISYGS

ADYKRZTVEV NAPYNKZMNQR
TTNSKREEKL FNVISTLRIN

LVIZGAIZLC LGVALTFZFR

VVDPVTSE
CTTNEIFYCT

LRKGRMMDVEK

HELTCQAECY
FRRZDPEENH

KCGIQDTNSK

PRAEVZWTSS
TAELV_FELP

KQSDTHLEET

DHQVLSCKTT

LAHFPFNERTH

25

Secuencia de aminoacidos de PD-L1 humano, precursor de la isoforma b (n.° de acceso de
GenBank NP_001254635.1)

MRZIFAVE_FM TYWHLLNAPY NKINQRIZVY DPVISEHELT CQAECYFKAE VIWZSSDHOV

LSCKTTTT-NS KREEKLFNVZ STLRINTTTN EIFYCTFRRL DPEENHTAEL VIPE_PLAHP

PNERTHLVIZ GAILLCLGYVA LTFIFRLRKG RMMDVEKKCGI QDINSKKQSD THLEET

26

Secuencia de aminoacidos de TIM-4 humano, isoforma 1 (n.° de acceso de GenBank NP_612388.2)
MSKEPZ JIWLMIEFWWLYL TPV SETVVTEVLGHRVILPCLY SSWSHNSNSMCWOKDOCPYSCCKEAL TR
CDGMRVZSRKSAKYRLOGTIPRGDVSLTZLNPSESDSGVYCCRIEVD GWEFNDVKINVRLNIQRASTTTHR
CATTTTRRTICITSPTITTIROMICCPAALPCTVVITPDLTTCIPLOMITIAVETTANTCLSLTPSTLPEEAT
CLLUPEPSKEGE LLIAKSETYLESDSWSSVESISADYV L LI SKESKYWDLE STSHY MWK ISDSYESEQE
GASDIAVE EQNICL K TGOMDG  PMSMKNEMP 50 M. LAPSLGEY LEALEYAK L LRGKLMETYCEQKH™
RLDYIGDSKNVLNDVQHGREDEDSLETL

27

Linfocito T de Homo sapiens (TIMD4), variante de transcrito 1, ARNm (n.° de acceso de
GenBank NM_138379.2)

28
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(continuacién)

SEQ | SECUENCIA

NO:

ATAACACCTTCCCCTTTCCATACATACACACACTCCTOCCTCCOGOTCAACCCTCAAAATCTCCARADAAC
CIOTCATICTCCGCTGATGATIGAS T CTTGEIGGUITTACCIGNACAZCAGTCAZ T TCAGAGAZTGTIGT
CACCCASCTTICCIOCTCACCCOOTCACTITCCCITCTICTICTACTCATCCTCCTCICACAACATSCAATACC
ATGICCITOSCCAAATACCAGISCCCCACICCOU U IGCAASCAGCCOTICALTCTOTAC I CATGCAATLGA
GCOOTCACCTCAACAAACTCAGCARAATATACACTTCASCCSACTATCCCCACACSTSATCTCTCCTTSAL
CATCTCAAACCCCAGTGARAAGTGACAGUSGIGTISTACTGCTGCCGCATAGARGTECITGGITGETTCAAC
CATCTAAACATAAACOTCCCCCICAATCTACAGACAGCCTCAACAACCACCCACACAACASCAACCACCA
CCACACGTAGAACNAACAACAATANGECCTACCAZCAC CCEACARN I GATANCANT CCCAGT L EZAC L LICC
AACAACADTCCOCTCACCACACCCOATCCCACAACCGOARACACCACTCCASATGACAACCATTOTCAGTCTIC
ATAACAGCAARCACGTGCCTTTCACTAACCCCAAGCACCCTTCCGGAGGAAGICACAGGTCTTCTGALTC
CCOACCCI U CIAASCAAGCOCCCALVCC UCAC U GTACAATCAGAAAC SICCTCCICACUCALLCCUCTAD
TAGTGTTGAGICTACTTCIGCTGACACTGTCCTGCTGACAICCAAAGAGTCCAAA“TT"G”CDIC"”“CA
TCAACATCCCACCTCTCAATCTOCAAAACGACTOATICTCTOTCITCTCCTCAGZCTCCASCATCTOATA
CAGCAGIICCIGAGCAGAACAAAACAACAAAAACAGGACAGAIGGA:GGAAIACvVAlG-uAAiGAAuAA
TSAAA STCCATCICCCAAC AT ICATCATCATCCCCCCCICC LI CGSAL IO 3CIClrcCCalr o
GIGGCGTICCICCTGAGAGGGARACTCATGGARACCTATCGTTCGCAGRAAACACACAAGGTTAGACTACA
TISCAGATASTAAAANATCLCCIZAATCATCICCACCATICCAACGCAASACCAACATSCCC I L LI TAZICY
CLAACAATGUAGTAGTN LG L CAGA T LGAGGA L GEEEETAIGACACICIAGTGLCAANATANG LTI IAG T A
GATTTICCTZGTCCCATRARAAAGACTCACTTATTCCATGGATGTCATTSATCZASGCTTGITITAGTTIC
ATCAATCAAGCCTACTTTACACSACCACAACT T CTCTCTCRAAARLA

Secuencia de aminoacidos de TIM-4 humano, isoforma 2 (n.° de acceso de GenBank NP_001140198.1)
MSKEPZ ZIWLMIEFWWLYLTPVCSETVV_EVLGHEVCLPCLYSSWSHNSNSMCWOKDQUPYSCCKEALIR

CLOMRVISRKSAKYRLOQCUIFPRGDYVS DT CLNPSESDSCVYCCR OEVESWENDVKINVRLNOQRASTTTHR
CATCTTRRTICITSPTTTIRQMTI - CPAALP T CVVITPDLTCTGIPLOQMITIAVEFTTANTCZSLTPSTLPEEAT
GLLTPEPSKEGPILTAESETVLPSDSWSSVESTSADTV.LLTSKASDTAVPEQNKT KT GOMDGIPMSMEN
EMP_SOQLIMZIAPSLGFVLFALFVAF LLRGKLMETYCSQKHTRLDY IGDSKNVINDYVOHGREDEDGLETL

Linfocito T de Homo sapiens (TIMD4), variante de transcrito 2, ARNm (n.° de acceso de
GenBank NM_001146726.1)
ATARCAGSTTCOCCTTTGOATAGATACACACACTCCTSCOTCCOCTCAACCCTCAARRT GTCCARAGARL
CTCTCATTCTCIGECTGATGATTGAG T CTTGSTSGCTTTACCIGACAZCAGT AT TCAGAGALSTGTIGT
GACGGAGET LI GEGICACCGEEIGAC I IIGCUCIGICIGTACTCAT COLGG L O CACAACAGTAACAGC
ATSTCCTSGGCCARAGACCACTGCCCCTACTCCCC T TSCAAGCAGCCSOTCATCIGCACTCATSCAATCA
GEGTGACTTCAAGAAAGTCAGCAANMA CATAGAC TTCASGGEACTATCCCGAGRGETSATGTCTOCTTGAL
CATCTTAARCCCCAGTGANMGTSACAGCGGTGTGTACTGCTGCCGCATAGAAGTSCCTGGETGSTTCAAD
SATGLAAAGATAAACGTGCCCCICAATCTACAGAGAGCC  CAACAACCACGCACAGAACAGCAACCALCA
CORCACGCAGRAACAACAACAACAAGCCUCACCACCACCCGACARRATGACAACAAZCCCAGCIGCACTICC
AMCARCAGTCGTGACCACACCCGATCTCACAR S OGGANCASCACTCCAGATGACALICATTGCIGTCTTC
ATAACAGCAAACACGIGCC LU ICACTAATCCCAAGCACCC L ICCGRAGSAAGICACAGG T ITIGATIC
CCOACCCTTCTAAGGRAGGOCCCATCC TCACTGCACARTCAGARAC T STCCTOCICACGTGATTCCTGOAC
TAGICUISAGICUACTICICCICACAC  GLCCIGC CACATCCAAAGCATCTCA JATACGCAC L ICCTGAG
CAGRACARAACAACAALARCAGSACAGATGGAT GGAATACCCATGTCARTGAAGRATGARATGCCCATCT
CCCANCTACTGATGATCATCGUCCCOICOLIGEEAT I IGTEIICTICETAT TG T UG IGGIG LI ICToCT
GAGAGGGAAACTCATSGAAACCTATIGI TCGCASARACACACAAGGCTAGACTAZATTGGAGATAGTARL
AATCTCCICAATCACGTGCACCATCCAAGCCAAGACCAACASCCCCTTTTTACCITCTAACAACCCAGTA
GCATGTTAGATCGAGGATGGGEECATGACAC TCCAGTSTCAAAATANAGTCT TAGTASAT TTCCTTGTTTC
ALAARAANGAC CACTIALTTCONIGGAGICATIGATCCAGGC LGOI I TAGL U CA T GANT GAAGGSGTA
CTTTACASACCACAASTTCTCTOTCAARAL
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacién de un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y un anticuerpo anti antagonista de TIM-4 para su
uso en un método para tratar el cancer en un sujeto, en donde el método da como resultado que ambos anticuerpos
antagonistas estén presentes simultineamente en el sujeto.

2. La combinacidén para su uso de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo anti antagonista de TIM-4 se une al
dominio IgV de TIM-4, por ejemplo, la hendidura FG-CC" del dominio IgV.

3. La combinacién para su uso de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en donde el anticuerpo anti antagonista de
PD-1es

(i) un anticuerpo anti PD-1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regidn variable de cadena
pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una
regién variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 15, por ejemplo, en donde
el anticuerpo anti PD-1 comprende:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 17,

(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 18;

(c) una CDR3 de regidn variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 19;

(d) una CDR1 de regidn variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 20;

(e) una CDR2 de regidn variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 21; y

(f) una CDR3 de regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 22; o

(i) un anticuerpo anti PD-L1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de
cadena pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en
una regién variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 3, por ejemplo:

(a) una CDR1 de regidn variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 5

(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 6;

(c) una CDR3 de regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 7;

(d) una CDR1 de regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: §;

(e) una CDR2 de regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9; y

(f) una CDR3 de regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 10.

4. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el anticuerpo anti
antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti PD-1 que comprende

(i) regiones variables de cadena pesada y ligera que tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 13 y
15, respectivamente; o
(i) cadenas pesadas y ligeras que tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 11 y 12, respectivamente.

5. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el anticuerpo anti
antagonista de PD-1 es un anticuerpo anti PD-L1 que comprende regiones variables de cadena pesada y ligera que
tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 1y 3, respectivamente.

6. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la administracién de la
combinacién produce al menos un efecto terapéutico elegido entre

(i) una reduccién del tamafio de un tumor, por ejemplo, al menos en un 50 % o al menos en un 80 %,
(i) inhibicién del crecimiento del tumor, por ejemplo, al menos en un 80 %;
(i) reduccién del niumero de lesiones metastasicas en el tiempo;

(iv) respuesta completa;

(v) respuesta parcial; y

(vi) y enfermedad estable.

7. La combinacion para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde los anticuerpos antagonistas
anti PD-1 y anti TIM-4 estan formulados para administracién intravenosa.

8. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde
(i) el anticuerpo anti antagonista de PD-1 y el anticuerpo anti antagonista de TIM-4 se formulan por separado
para administracién simultdnea o secuencial; o

(ii) el anticuerpo anti antagonista de TIM-4 y el anticuerpo anti antagonista de PD-1 se formulan en una Unica
formulacién para administraciéon simultanea.
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9. La combinacién para su uso de la reivindicacién 8, en donde el anticuerpo anti antagonista de PD-1 y el
anticuerpo anti antagonista de TIM-4 se formulan por separado para administracién secuencial, en donde,

(i) el anticuerpo anti antagonista de PD-1 se infunde en el paciente primero, seguido de 10 minutos a 3 horas
después de una infusién del anticuerpo anti antagonista de TIM-4; o

(ii) el anticuerpo anti antagonista de TIM-4 se infunde en el paciente primero, seguido de 10 minutos a 3 horas
después de una infusién del anticuerpo anti antagonista de PD-1.

10. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el cancer se selecciona del
grupo que consiste en leucemia, linfoma, blastoma, carcinoma, sarcoma, cancer de pulmén microcitico, cancer de
pulmén no microcitico, cdncer gastrointestinal, cancer colorrectal, glioblastoma y carcinoma de colon.

11. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el método comprende la
administracién de un agente terapéutico adicional, opcionalmente, en donde el agente terapéutico adicional es una
citotoxina o un agente quimioterépico.

12. La combinacién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el sujeto es un ser
humano.

13. Una composicién que comprende un anticuerpo anti antagonista de PD-1 y un anticuerpo anti antagonista de
TIM-4.

14. La composicién de la reivindicacién 13, en donde el anticuerpo anti antagonista de TIM-4 se une al dominio IgV
de TIM-4, por ejemplo, la hendidura FG-CC" del dominio IgV.

15. La composicién de la reivindicacién 13 o de la reivindicaciéon 14, en donde el anticuerpo anti antagonista de PD-1
es

(i) un anticuerpo anti PD-1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regidn variable de cadena
pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 13, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una
region variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 15, por ejemplo:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 17,

(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 18;

(c) una CDR3 de regidn variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 19;

(d) una CDR1 de regidn variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 20;

(e) una CDR2 de regidn variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 21; y

(f) una CDR3 de regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 22; o

(i) un anticuerpo anti PD-L1 que comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de
cadena pesada que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en
una regién variable de cadena ligera que tienen la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 3, por ejemplo:

(a) una CDR1 de regidn variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 5

(b) una CDR2 de regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 6;

(c) una CDR3 de regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 7;

(d) una CDR1 de regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: §;

(e) una CDR2 de regidn variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 9; y

(f) una CDR3 de regién variable de cadena ligera que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 10.

16. Un kit que comprende la combinacién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12,
comprendiendo el kit:

(a) una dosis de un anticuerpo anti antagonista de PD-1; y
(b) una dosis de un anticuerpo anti antagonista de TIM-4.
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