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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se refera la inhibitori ai factorului uman de Crestere si Diferentiere 15 (GDF-
15) pentru utilizéri in tratamentul cancerelor solide, la produse combinate de inhibitori ai factorului uman
de Crestere si Diferentiere 15 (GDF-15), pentru utilizare in tratament de cancere solide, si la compozitii si
kituri care cuprind inhibitori ai factorului uman de Crestere si Diferentiere 15 (GDF-15).

BAZA INVENTIEI

Pana in prezent, multe tipuri de cancer sunt incd arii cu nevoi medicale nesatisfacute si, in
consecintd, mijloace pentru a trata mai eficient cancerul sunt necesare.

Multe tipuri de cancer sunt cunoscute a exprima factori de crestere, incluzand factori cum ar fi
VEGF, PDGF, TGF-§ si GDF-15.

GDF-15, factorul de crestere si diferentiere 15, este un membru divergent al superfamiliei TGF-
B. Acesta este o proteind care este exprimata intracelular ca un precursor, ulterior procesata si in cele din
urmd, devine secretatd din celuld in mediu. Atat forma activd, complet procesatd (maturd), cat si
precursorul GDF-15 pot fi gasite in afara celulelor. Precursorul se leaga in mod covalent prin intermediul
secventei sale de aminoacizi COOH-terminala la matricea extracelulard (Bauskin AR si colab., Cancer
Research 2005) si astfel se afla in exteriorul unei celule. Forma activa, complet procesatd (maturd) a
GDF-15 este solubila si se gaseste in serurile sanguine. Astfel, forma procesata a GDF-15 poate actiona In
mod potential asupra oricdrei celule tinta din corp care este conectata la circulatia sanguind, cu conditia ca
celula tintd potentiala sd exprime un receptor pentru ligandul GDF-15 solubil.

in timpul sarcinii, GDF-15 se giseste in conditii fiziologice in placentd. Totusi, multe cancere
maligne (in special cancerele cerebrale agresive, melanomul, cancerul pulmonar, tumorile
gastrointestinale, cancerul de colon, cancerul pancreatic, cancerul de prostatd si cancerul de san
(Mimeault M si Batra SK, J. Cell Physiol 2010)) prezinta niveluri crescute de GDF-15 in tumora, precum
si in serul sanguin. De asemenea, corelatii au fost descrise intre expresia ridicatda a GDF-15 si
chimiorezistentd (Huang CY si colab., Clin. Cancer Res. 2009) si intre expresia ridicatd a GDF-15 si,
respectiv, prognosticul nesatisfacator (Brown DA si colab., Clin. Cancer Res. 2009).

GDF-15 este exprimat in glioame de diferite grade OMS, asa cum a fost evaluat prin
imunohistochimie (Roth si colab., Clin. Cancer Res. 2010). Mai mult, Roth si colab. a exprimat in mod
stabil constructii de ADN care exprimd ARN in ac de par scurt, care tintesc GDF-15 endogen sau
constructii de control in celule de gliom SMAS560. Atunci cand se utilizeaza aceste linii celulare stabile
prestabilite, acestia au observat faptul ca formarea tumorii la soarecii care poartd celule SMAS60 de
eliminare GDF-15 a fost intirziata in comparatie cu soarecii care poarta constructii de control.

Cererile de brevet WO 2005/099746 si WO 2009/021293 se referd la un anticorp anti-GDF-15
uman (Mab26) capabil de antagonizarea efectelor GDF-15 uman (hGDF-15) asupra pierderii in greutate
induse de tumori in vivo la soareci. In mod asemanitor, Johnen H si colab. (Medicina naturii, 2007) au
raportat efectele unui anticorp monoclonal anti-GDF-15 uman asupra anorexiei si pierderii in greutate
induse de cancer, dar nu au observat niciun efect al anticorpului anti-GDF-15 uman asupra dimensiunii
tumorii formate de cancer.

WO 2014/049087 si PCT/EP2015/056654 (corespunde WO 2015/144855) se referd la anticorpi
monoclonali impotriva hGDF-15 si la utilizari medicale ale acestora.

O abordare recent dezvoltatd pentru terapia cancerului este utilizarea agentilor de blocare a
punctelor de control imunitare, cum ar fi inhibitorii de PD-1 uman si inhibitorii de PD-L1 uman. O
ratiune din spatele utilizarii acestor agenti de blocare a punctelor de control imunitare este faptul ca prin
blocarea punctelor de control imunitare care previn sistemul imunitar sa tinteasca antigenele canceroase si
celulele canceroase respective, un raspuns imunitar impotriva cancerului poate fi mai eficient. In timp ce
agentii de blocare a punctelor de control imunitare, precum si combinatiile particulare de agenti de
blocare a punctelor de control imunitare au fost prezentate cd imbunatatesc supravietuirea pacientilor la
pacientii cu melanom (Cully M, "Combinations with checkpoint inhibitors at wavefront of cancer
immunotherapy.”, Nat Rev Drug Discov. 2015 Jun;14(6):374-5.), nu toti pacientii cu melanom au
prezentat un raspuns complet, si rezultatele pentru multe alte cancere inca urmeaza sa fie expuse, totusi
exista motive (cum ar fi sarcina mutationald) care sugereaza faptul ca rezultatele pentru alte afectiuni vor
fi mai putin favorabile. Astfel, pana in prezent, existd inca o nevoie in domeniu de mijloace pentru a trata
mai eficient cancerul. Mai precis, Incd existd o lipsda a mijloacelor care pot fi utilizate pentru o
imunoterapie mai eficientd impotriva cancerului.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia este asa cum a fost definita de revendicarile anexate. Prezenta inventie indeplineste
nevoile de mai sus si rezolva problemele de mai sus din domeniu prin asigurarea realizarilor descrise mai
jos: In special, intr-un efort de a identifica mijloace pentru a trata in mod eficient cancerul, prezentii
inventatori au descoperit, in mod surprinzator, faptul cd posibilitatea unui raspuns la un tratament cu
agenti de blocare a punctelor de control imunitare scade in mod semnificativ cu nivelurile in crestere de
hGDF-15 in serul pacientului. Astfel, in conformitate cu inventia, un inhibitor de hGDF-15 este utilizat
pentru a inhiba efectele negative ale hGDF-15 asupra raspunsurilor pacientilor la tratamentul cu agenti de
blocare a punctelor de control imunitare si pentru a imbundtati raspunsurile pacientilor la tratamentul cu
agenti de blocare a punctului de control imunitar.

in mod neasteptat, inventatorii au descoperit, de asemenea, faptul ci existd o corelatie inversa a
hGDF-15 cu procentul de limfocitele T CD8* in metastazele canceroase. Acest aspect este de remarcat,
deoarece prezenta limfocitelor T CD8" este in special necesard pentru regresia tumorii dupd inhibarea
punctului de control imunitar cu un anticorp anti-PD-1. Astfel, in conformitate cu inventia, inhibarea
terapeuticd a hGDF-15 poate fi utilizata pentru a creste procentul de limfocite T CD8* in cancerele solide,
incluzdnd metastazele tumorale. Aceastd crestere a limfocitelor T CD8" in cancerele solide poate fi
utilizatd in mod favorabil pentru terapia, in special imunoterapie, impotriva cancerelor solide. Astfel,
inventatorii asigurd o combinatie terapeutica favorabild a unui inhibitor de hGDF-15 cu un agent de
blocare a punctului de control imunitar. Un efect avantajos al acestei combinatii este faptul cd inhibarea
hGDF-15 va creste procentul de limfocitele T CD8" in cancerele solide si, prin urmare, duce la un efect
terapeutic sinergic cu inhibarea punctului de control imunitar.

Intr-un efort de a elucida in plus modul in care inhibitorii de hGDF-15 pot creste procentul
de limfocite T CD8* in cancerele solide, inventatorii au descoperit faptul ca hGDF-15 scade aderenta
celulelor T la celulele endoteliale. Prin urmare, in conformitate cu inventia, un tratament cu inhibitori de
hGDF-15 poate fi utilizat pentru a creste aderenta celulelor T, incluzdnd celulele T CD8" la celulele
endoteliale. Un astfel de tratament in conformitate cu inventia va creste intrarea celulelor T CD8* din
fluxul sanguin in cancere solide. Procentul crescut de celule T CD8* in cancerele solide, care va rezulta
dintr-un astfel de tratament cu inhibitori de hGDF-15, este avantajos pentru, si poate fi utilizat in, terapia
cancerului, de exemplu, imunoterapia impotriva cancerului. Din moment ce intrarea celulelor T CD8" in
cancerele solide si prezenta acestor celule T CD8* in cancerele solide sunt deosebit de avantajoase pentru
abordari terapeutice care utilizeaza agenti de blocare a punctelor de control imunitare, inventia asigura in
mod avantajos utilizarea inhibitorilor hGDF-15 in combinatie cu agenti de blocare a punctelor de control
imunitare. Astfel, prezenta inventie asigura mijloace Imbunatatite pentru terapia impotriva cancerului, asa
cum a fost definit de revendicarile anexate.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1: Aceastd Figurd prezintd nivelurile serice de GDF-15 pentru respondenti si non-respondenti la
regimul de tratament.

Figura 2: Aceasta Figurd prezintd numarul de respondenti si non-respondenti in grupurile de pacienti care
prezinta niveluri serice de hGDF-15 <1,8 ng/ml, 1,8 - 4,2 ng/ml si, respectiv, >4,2 ng/ml.

Figura 3: Probabilitatea de raspuns la tratament (respondentul 1) asa cum a fost prezis de Modelul Linear
Generalizat folosind GDF-15 ca factor de predictie continuu. Cercurile prezintd datele, curba prezinta
modelul. Linia verticala indica concentratia de GDF-15 unde probabilitatea raspunsului la tratament este
de 0,5.

Figura 4: Curbele Kaplan-Meier pentru supravietuire in cele trei grupuri definite de nivelul seric de GDF-
15(<1,8,1,8 - 4,2, >4,2 ng/ml).

Figura 5: Figura 5A: Probabilitatea de raspuns la tratament (respondentul 1) asa cum a fost prezis de
modelul Modelului Liniar Generalizat folosind LDH ca factor de predictie continuu. Cercurile prezinta
datele, curba prezintd modelul. Linia verticala indicd concentratia de LDF unde probabilitatea raspunsului
la tratament este de 0,5. Cohorta de pacienti a fost identica. Cu toate acestea, determinarea fiabila a
nivelurilor de LDH a esuat la patru pacienti din cauza hemolizei.

Figura 5B: Reprezentare grafica a respondentilor si non-respondentilor si a nivelurilor lor respective de
hGDF-15 si LDH. Atunci cind valorile limitd sunt selectate pentru a acoperi toti respondentii, testarea pe
baza de GDF-15 permite identificarea a 6 (din 9) non-respondenti, in timp ce analizele pe baza nivelurilor
de LDH pot identifica doar 4 (din 9) non-respondenti. Pentru testarea LDH, 4 probe hemolitice au trebuit
sa fie excluse, ceea ce cauzeaza pierdere a datelor.

Figura 6: Aceastd Figura prezinta sectiuni exemplificative de tesut din metastazele cerebrale de melanom
care nu prezintd nicio imunoreactivitate GDF-15 (panoul superior) sau imunoreactivitate ridicata (panoul
inferior), care au fost colorate prin imunohistochimie pentru GDF-15 si pentru proteinele CD3 si,
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respectiv, CD8 marker de celule T, asa cum a fost indicat in Figura. Celulele CD3 si CDS8 pozitive sunt
indicate prin sdgeti in probele cu GDF-15 ridicat. Colorarile cu CD3 si CD8 au fost facute din aceeasi arie
a sectiunilor in serie (totusi, nu din sectiunea identica).

Figura 7: Aceastd Figura prezinta un grafic al procentului de celule CD3* impotriva scorului GDF-15 in
diferite metastaze cerebrale de melanom (7A) si un grafic al procentului de celule CD8* impotriva
scorului GDF-15 in diferite metastaze cerebrale de melanom (7B).

Figura 8: Aceasta Figura prezintd un grafic al scorului GDF-15 fatd de procentul de celule T CD8" si,
respectiv, CD3*, in metastazele cerebrale din diferite entitdti tumorale (melanom, CRC, RCC, NSCLC si
SCLC).

Figura 9: Figura 9A prezintd numarul de celule T rulante per cAmp vizual per secunda. Datele au fost
obtinute din canalul #3 ("GDF-15") si canalul #2 ("control"). Figura 9B prezintd viteza de rulare a
celulelor T (masurata in pixeli per 0,2 secunde). Datele au fost obtinute din canalul #3 ("GDF-15") si
canalul #2 ("control"). Figura 9C prezintd numarul de celule aderente per cAmp vizual. Datele au fost
obtinute din canalul #3 ("GDF-15") si canalul #2 ("control"). Figura 9D prezintd numarul de celule
aderente per cAmp vizual. Datele au fost obtinute din canalul #3 ("GDF-15") si canalul #2 ("control").
Figura 10: Figura 10A prezintd numarul de celule T rulante per cdmp vizual per secunda. Datele au fost
obtinute din canalul # 1 (celule T de control pe HUVEC nestimulate ca si ,,control negativ”), canalul # 2
(celule T de control pe HUVEC stimulate ca si ,,control pozitiv”), canalul # 3 (,,GDF-15") canalul # 4
("UACC 257": celule T cultivate in supernatantul celulelor de melanom UACC 257 care contin GDF-15
secretat) si canalul # 5 ("UACC257 + anti-hGDF-15": celule T cultivate in supernatantul celulelor de
melanom UACC 257 depletizate din GDF-15 secretat cu anticorpul anti-hGDF-15 B1-23 ca un inhibitor
de hGDF-15). Figura 10B: analiza de curgere/aderenta a fost realizata asa cum a fost descris in Exemplul
3. Celulele T au fost pre-incubate cu 100 ng/ml de GDF-15 timp de 1 ora sau cu 100 ng/ml de GDF-15,
care au fost pre-incubati cu 10 pg/ml de anticorp timp de 1 ord, asa cum a fost indicat. Urmatorii anticorpi
Anti-GDF-15 au fost utilizati: HIL5 (B1-23 umanizat), 01G06 si 03G05 (Anticorpi anti-GDF-15
umanizati, structurati pe calea ingineriei, in conformitate cu secventele din WO 2014/100689).
Rezultatele sunt prezentate in Figura, care prezintd numarul de celule rulante per cdmp vizual per 20 de
secunde.

Figura 11: Soareci C57BL/6J au fost inoculati pe cale subcutanatid cu 2x10° celule de colon MC38'9"CPF
15, Tratamentul cu anticorp anti GDF-15 (20 mg/kg de greutate corporald) a fost initiat in ziua 0 si a fost
repetat in zilele 3, 7, 10, 14, 17 si 21. In ziua 13, animalele care prezinta tumori de dimensiuni
aseminitoare (100 - 150 mm?) au fost fie tratate sau nu, cu Poli-ICLC (de asemenea, abreviat ca ,,Poli-
IC”) si anticorp anti CD40. Soarecii care resping tumora prestabilitd au fost urmariti timp de 57 de zile.
Soarecii care prezintd tumora au fost sacrificati In conformitate cu criteriile pentru bunastarea animalelor.
Figura 12: Supravietuirea cumulativa in grupurile de pacienti care prezintd niveluri de GDF-15 <1,5
ng/ml si, respectiv, >1,5 ng/ml.

Figura 13: Supravietuirea cumulativd in grupurile de pacienti care prezintd niveluri ridicate de GDF-15
(adicd, cei 50 de pacienti cu cele mai mari niveluri de GDF-15) si, respectiv (impartirea mediana a
cohortei totale de studiu), niveluri scazute de GDF-15 (adica, cei 49 de pacienti cu cele mai scazute
niveluri de GDF-15).

Figura 14: Nivelurile Serice de hGDF-15 nu se Coreleazd in mod Semnificativ cu Sarcina Mutationald a
Tumorilor. Nivelurile de ARNm de hGDF-15 in probele de la pacientii cu cancer au fost reprezentate
grafic in functie de numarul de mutatii somatice care au fost identificate In cancere. Mutatiile somatice au
fost determinate prin utilizarea secventierii exomului. Datele au fost analizate prin utilizarea
instrumentului web UZH de la Spitalul Universitar din Zurich (Cheng PF si colab.: Data mining The
Cancer Genome Atlas in the era of precision cancer medicine. Swiss Med Wkly. 2015 Sep
16;145:w14183.). Figura 14A prezintd un grafic pentru datele pacientului cu cancer obtinute din Atlasul
Genomului de Cancer (TGCA) luand in considerare numai pacientii cu melanom malign de grad inalt
(Atlasul Genomului de Cancer este descris in referinta din Cheng PF si colab.: Data mining The Cancer
Genome Atlas in the era of precision cancer medicine. Swiss Med WKkly. 2015 Sep 16;145:w14183.).
Expresia GDF-15 a fost evaluatad prin normalizare folosind pachetul software RSEM ("Secventierea
ARN-ului prin maximizarea expectatiei") (Li B si Dewey CN: RSEM: accurate transcript quantification
from RNA-Seq data with or without a reference genome. BMC Bioinformatics. 2011 Aug 4;12:323. doi:
10.1186/1471-2105-12-323.). Figura 14B prezinta un grafic pentru datele pacientului cu cancer de la 40
de pacienti suplimentari cu melanom malign metastatic de la Spitalul Universitar din Zurich, care au fost
analizati Tn mod separat.

Figura 15: Sunt prezentate imagini de imunocitochimie pentru CD8a la soareci care prezintd tumori de tip
salbatic sau tumori care supra-exprimd hGDF15 transgenic (tg). Sectiunile de tesut au fost colorate cu
anti-CD8a (dilutie 1:100; anticorp 4SM15 achizitionat de la eBioscience).
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DESCRIERE DETALIATA A INVENTIEI
Definitii si tehnici generale

Cu exceptia cazului in care a fost definit altfel mai jos, termenii utilizati in prezenta inventie vor
fi intelesi in conformitate cu Intelesul lor obignuit cunoscut de profesionistul in domeniu.

Termenul "anticorp”, asa cum a fost utilizat aici, se referd la orice anticorp functional care este
capabil de legarea specifica la antigenul de interes, asa cum a fost subliniat in general in capitolul 7 din
Paul, W.E. (Ed.).: Fundamental Immunology 2nd Ed. Raven Press, Ltd., New York 1989. Fara o limitare
speciala, termenul "anticorp" cuprinde anticorpi din orice specie sursa corespunzatoare, incluzand pui si
mamifere cum ar fi soarece, caprd, primatd non-umana si om. De preferat, anticorpul este un anticorp
umanizat. Anticorpul este, de preferat, un anticorp monoclonal care poate fi preparat prin metode
binecunoscute In domeniu. Termenul "anticorp" cuprinde un anticorp de izotip 1gG-1, -2, -3 sau -4, IgE,
IgA, IgM sau IgD. Termenul "anticorp™" cuprinde anticorpi monomerici (cum ar fi IgD, IgE, IgG) sau
anticorpi oligomeri (cum ar fi IgA sau IgM). Termenul "anticorp” cuprinde, de asemenea, - fara limitari
particulare - anticorpi izolati si anticorpi modificati, cum ar fi anticorpi structurati pe calea ingineriei
genetice, de exremplu, anticorpi himerici.

Nomenclatura domeniilor de anticorpi urmeaza termenii, aga cum sunt cunoscuti in domeniu.
Fiecare monomer al unui anticorp cuprinde doud lanturi grele si doud lanfuri usoare, asa cum a fost
cunoscut, in general, in domeniu. Dintre acestea, fiecare lant greu si usor cuprinde un domeniu variabil
(denumit Vy pentru lantul greu si Vi pentru lantul usor) care este important pentru legarea antigenului.
Aceste domenii variabile de lant greu si usor cuprind (intr-0 ordine de la N-terminal la C-terminal)
regiunile FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 si FR4 (FR, regiune cadru; CDR, regiune de determinare
a complementaritatii care este, de asemenea, cunoscutd ca regiune hipervariabild). Identificarea si
atribuirea regiunilor de anticorp mentionate mai sus in cadrul secventei de anticorpi sunt, in general, in
conformitate cu Kabat si colab. (Sequences of proteins of immunological interest, U.S. Dept. of Health
and Human Services, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. 1983),
sau Chothia si colab. (Conformations of immunoglobulin hypervariable regions. Nature. 1989 Dec 21-
28;342(6252):877-83.), sau poate fi efectuata prin utilizarea software-ului IMGT/V-QUEST, descris
in Giudicelli si colab. (IMGT/V-QUEST, un program software integrat pentru analiza de rearanjare V-J si
V-D-J a imunoglobulinei si receptorului de celule T. Nucleic Acids Res. 2004 Jul 1;32 (Web Server
issue):W435-40.). De preferat, regiunile de anticorpi indicate mai sus sunt identificate si atribuite prin
utilizarea software-ului IMGT/V-QUEST.

Un ,anticorp monoclonal” este un anticorp dintr-o populatie de anticorpi In mod esential
omogena, in care anticorpii sunt in mod substantial identici in secventa (adica, identici, cu exceptia unei
fractiuni minore de anticorpi care contin modificiri de secventd care apar pe cale naturala, cum ar fi
modificdrile de aminoacizi la capetele terminale N- si C-). Spre deosebire de anticorpii policlonali care
contin un amestec de anticorpi diferiti, orientati catre numerosi epitopi, anticorpii monoclonali sunt
orientati catre acelasi epitop si, prin urmare, sunt foarte specifici. Termenul "anticorp monoclonal”
include (dar nu este limitat la) anticorpi care sunt obtinuti dintr-o populatie de celule monoclonale
derivate dintr-o clona celulara unica, precum, de exemplu, anticorpii generati prin metoda hibridomului
descrisa in Kohler si Milstein (Nature, 7 august 1975;256(5517):495-7) sau Harlow si Lane ("Antibodies:
A Laboratory Manual" Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York 1988). Un
anticorp monoclonal poate fi, de asemenea, obtinut din alte metode corespunzitoare, incluzand tehnici cu
expunere de fagi, cum ar fi cele descrise in Clackson si colab. (Nature. 15 august 1991;352(6336):624-8)
sau Marks si colab. (J Mol Biol. 1991 Dec 5;222(3):581-97). Un anticorp monoclonal poate fi un anticorp
care a fost optimizat pentru proprietétile de legare a antigenului, cum ar fi valori Kd scazute, parametri
cinetici de asociere si disociere optimizati prin metode cunoscute in domeniu. De exemplu, valorile Kd
pot fi optimizate prin metode cu expunere, incluzdnd expunerea de fagi, avand ca rezultat anticorpi
monoclonali cu afinitatea maturatd. Termenul "anticorp monoclonal" nu este limitat la secvente de
anticorpi dintr-o specie particulara de origine sau dintr-o singurd specie de origine. Astfel, intelesul
termenului “anticorp monoclonal” cuprinde anticorpi monoclonali himerici, cum ar fi anticorpi
monoclonali umanizati.

"Anticorpii umanizati" sunt anticorpi care contin secvente umane $i o portiune minora de
secvente non-umane care conferd specificitate de legare la un antigen de interes (de exemplu, GDF-15
uman). In mod obisnuit, anticorpii umanizati sunt generati prin inlocuirea secventelor din regiunea
hipervariabild dintr-un anticorp acceptor uman cu secvente din regiunea hipervariabild dintr-un anticorp
donor non-uman (de exemplu, un anticorp donor de soarece, iepure, sobolan) care se leaga la un antigen
de interes (de exemplu, GDF-15 uman). In anumite cazuri, secventele regiunii cadru a anticorpului
acceptor pot fi, de asemenea, inlocuite cu secventele corespunzitoare ale anticorpului donor. In plus fati
de secventele derivate din anticorpii donor §i acceptor, un "anticorp umanizat" poate contine, fie alte
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resturi sau secvente (suplimentare sau substitutive), fie nu. Astfel de alte resturi sau secvente pot servi
pentru a imbunatati in plus proprietatile anticorpului, cum ar fi proprietatile de legare (de exemplu, pentru
a scadea valorile Kd) si/sau proprietatile imunogene (de exemplu, pentru a scddea antigenitatea la
oameni). Exemple non-limitative pentru metode pentru a genera anticorpi umanizati sunt cunoscute in
domeniu, de exemplu, din Riechmann si colab. (Nature. 24 martie 1988; 332(6162):323-7) sau Jones si
colab. (Nature. 29 mai-4 iunie 1986; 321(6069):522-5).

Termenul "anticorp uman" se referd la un anticorp care contine secvente de domeniu variabil si
constant uman. Aceastd definitie cuprinde anticorpi care prezintd secvente umane care poarta substitutii
sau modificari unice de aminoacizi care pot servi pentru a imbunatati in plus proprietatile anticorpilor,
cum ar fi proprietatile de legare (de exemplu, pentru a scadea valorile Kd) si/sau proprietatile imunogene
(de exemplu, pentru a scadea antigenitatea la oameni). Termenul "anticorp uman" exclude anticorpii
umanizati in care o portiune de secvente non-umane conferd specificitate de legare la un antigen de
interes.

O "portiune de legare la antigen" a unui anticorp, asa cum a fost utilizat aici, se refera la o
portiune a unui anticorp care pastreaza capacitatea anticorpului de a se lega in mod specific la antigen (de
exemplu, hGDF-15, PD-1 sau PD-L1). Aceasta capacitate poate fi, de exemplu, determinatd prin
determinarea capacitatii portiunii de legare la antigen de a concura cu anticorpul pentru legare specifica la
antigen, prin metode cunoscute in domeniu. Portiunea de legare la antigen poate contine unul sau mai
multe fragmente ale anticorpului. Fara o limitare speciald, portiunea de legare la antigen poate fi produsa
prin orice metoda corespunzitoare cunoscutd in domeniu, incluzand metode cu ADN recombinant si
preparare prin fragmentarea chimicd sau enzimatica a anticorpilor. Portiunile de legare la antigen pot fi
fragmente Fab, fragmente F(ab'), fragmente F(ab'), anticorpi cu lant unic (scFv), anticorpi cu un singur
domeniu, diacorpi sau orice altd (alte) portiune (portiuni) a (ale) anticorpului care pastreaza capacitatea
anticorpului de a se lega in mod specific la antigen.

Un ,,anticorp” (de exemplu, un anticorp monoclonal) sau o ,,portiune de legare la antigen” poate
sa fi fost derivatizata sau sa fi fost legata la o molecula diferita. De exemplu, moleculele care pot fi legate
la anticorp sunt alte proteine (de exemplu, alti anticorpi), un marker molecularé (de exemplu, o moleculad
fluorescentd, luminiscenta, coloratd sau radioactivd), un agent farmaceutic si/sau unul toxic. Anticorpul
sau portiunea de legare la antigen poate fi legatd in mod direct (de exemplu, sub forma unei fuziuni intre
doud proteine) sau prin intermediul unei molecule agent de interconectare (de exemplu, orice tip
corespunzator de agent de interconectare chimic cunoscut in domeniu).

Asa cum au fost utilizati aici, termenii "legare" sau "leaga" se referd la legarea specifica la
antigenul de interes (de exemplu, GDF-15 uman). De preferat, valoarea Kd este mai micd de 100 nM, mai
de preferat, mai micd de 50 nM, incd mai de preferat, mai mica de 10 nM, inca mai de preferat, mai mica
de 5 nM si cel mai de preferat, mai mica de 2 nM.

Asa cum a fost utilizat aici, un anticorp sau o portiune a acestuia de legare la antigen care este
,capabil sd concureze” cu un al doilea anticorp capabil de legare la GDF-15 uman, inseamna faptul ca
anticorpul mentionat (primul) sau portiunea acestuia de legare la antigen care este ,capabila si
concureze” este capabil sa reducd legarea unei solutii de referintd 10 nM a celui de-al doilea anticorp la
GDF-15 uman sau recombinant uman cu 50%. in general, ,,capabil si concureze” inseamni faptul ci,
concentratia (primului) anticorp sau a portiunii acestuia de legare la antigen care este necesard pentru a
reduce legarea solutiei de referinta 10 nM a celui de-al doilea anticorp la GDF-15 uman sau recombinant
uman cu 50%, este mai putin de 1000 nM, de preferat, mai putin de 100 nM si mai de preferat, mai pufin
de 10 nM. Legarea este masuratd prin masuratori de rezonantd plasmonicd de suprafati sau prin
masuratori ale analizei ELISA (Analiza Imunosorbentului Legat de Enzime), de preferat, prin masuratori
de rezonanta plasmonica de suprafata.

Termenul "epitop", asa cum a fost utilizat aici, se refera la o mica portiune a unui antigen care
formeaza zona de legare pentru un anticorp.

In contextul prezentei inventii, legarea sau legarea competitiva a anticorpilor sau a portiunilor lor
de legare la antigen, la antigenul de interes (de exemplu, GDF-15 uman) este, de preferat, masurata prin
utilizarea masuratorilor de rezonantd plasmonica de suprafatd, ca analiza standard de referinta, asa cum a
fost descris mai jos.

Termenii ,,Kp" sau "valoare Kp" se refera la constanta de disociere de echilibru, asa cum a fost
cunoscutid in domeniu. In contextul conform prezentei inventii, acesti termeni se refer la constanta de
disociere de echilibru a unui anticorp in raport cu un antigen particular de interes (de exemplu, GDF-15
uman). Constanta de disociere de echilibru este o0 masura a propensitatii unui complex (de exemplu, un
complex antigen-anticorp) de a se disocia in mod reversibil in componentele sale (de exemplu, antigen si
anticorp). Pentru anticorpii in conformitate cu inventia, valorile Kp (cum ar fi cele pentru antigenul uman
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GDF-15) sunt, de preferat, determinate prin utilizarea masuratorilor rezonantei plasmonice de suprafata,
asa cum a fost descris mai jos.

Un "anticorp izolat" asa cum a fost utilizat aici este un anticorp care a fost identificat si separat
de majoritatea componentelor (prin greutate) din mediul sau sursa, de exemplu, din componentele unei
culturi de celule de hibridom sau ale unei culturi de celule diferite care a fost utilizata pentru producerea
sa (de exemplu, celule producatoare, cum ar fi celulele CHO care exprima in mod recombinant
anticorpul). Separarea este realizata astfel incat aceasta sd indeparteze suficient componentele care altfel
pot interfera cu caracterul corespunzator al anticorpului pentru aplicatiile dorite (de exemplu, cu o
utilizare terapeuticd a anticorpului anti-GDF-15 uman, in conformitate cu inventia). Metode pentru
prepararea anticorpilor izolati sunt cunoscute in domeniu §i includ cromatografia cu proteind A,
cromatografia cu schimb de anioni, cromatografia cu schimb de cationi, filtrarea si ultrafiltrarea cu
retentie a virusului. De preferat, preparatul de anticorp izolat este cel putin 70% pur (g/g), mai de preferat,
cel putin 80% pur (g/g), Inca mai de preferat, cel putin 90% pur (g/g), incd mai de preferat, cel putin 95 %
pur (g/g) si cel mai de preferat, cel putin 99 % pur (g/g), asa cum a fost masurat prin utilizarea analizei cu
proteind Lowry.

Un "diacorp" asa cum a fost utilizat aici este o portiune mica bivalenta de anticorp de legare a
antigenului care cuprinde un domeniu variabil de lant greu legat la un domeniu variabil de lant usor pe
acelasi lant de polipeptida printr-un agent de interconectare peptidic care este prea scurt pentru a permite
imperecherea intre cele doud domenii pe acelasi lant. Aceasta fapt are ca rezultat imperecherea cu
domeniile complementare ale altui lant si asamblarea unei molecule dimerice cu doua zone de legare a
antigenului. Diacorpii pot fi bivalenti si monospecifici (cum ar fi diacorpii cu doud zone de legare a
antigenului pentru GDF-15 uman) sau pot fi bivalenti si bispecifici (de exemplu, diacorpii cu doua zone
de legare a antigenului, una fiind o zond de legare pentru GDF-15 uman si celélalta fiind o zona de legare
pentru un antigen diferit). O descriere detaliata a diacorpilor poate fi gasita in Holliger P et al.
(Diabodies": small bivalent and bispecific antibody fragments."” Proc Natl Acad Sci U S A. 1993 Jul
15;90(14):6444-8.) .

Un ,,anticorp cu domeniu unic” (la care s-a facut referire, de asemenea, ca ,,Nanocorp™") asa
cum a fost utilizat aici este un fragment de anticorp care constd dintr-un domeniu unic de anticorp
monomeric variabil. Structurile si metodele pentru producerea anticorpilor cu domeniu unic sunt
cunoscute din domeniu, de exemplu din Holt LJ si colab. ("Domain antibodies: proteins for therapy."
Trends Biotechnol. 2003 Nov;21(11):484-90.), Saerens D si colab. ("Single-domain anticorps as building
blocks for novel therapeutics.” Curr Opin Pharmacol. 2008 Oct;8(5):600-8. Epub 2008 Aug 22.),
si Arbabi Ghahroudi M si colab. (,,Selection and identification of single domain antibody fragments from
camel heavy-chain antibodies.” FEBS Lett. 1997 Sep 15;414(3):521-6.) .

Termenii "cancer" si "celuld canceroasd" sunt utilizati aici In conformitate cu intelesul lor
obisnuit in domeniu (vezi, de exemplu, Weinberg R. si colab.: The Biology of Cancer. Garland Science:
New York 2006. 850p.).

Cancerele tratate in conformitate cu prezenta inventie sunt cancere solide. Un ,,cancer solid” este
un cancer care formeaza una sau mai multe tumori solide. Astfel de cancere solide care formeaza tumori
solide sunt in general cunoscute in domeniu. Termenul ,,cancer solid” cuprinde atdt o tumora primara
formatd de cancer, cat si posibile tumori secundare, care sunt cunoscute de asemenea, ca metastaze.
Cancerele solide preferate care urmeaza sa fie tratate in conformitate cu inventia sunt selectate din grupul
format din melanom, cancer colorectal, cancer de prostata, cancer de cap si gat, cancer urotelial, cancer de
stomac, cancer pancreatic, cancer de ficat, cancer testicular, cancer ovarian, cancer endometrial, cancer de
col uterin, cancer cerebral, cancer de san, cancer gastric, carcinom cu celule renale, sarcom Ewing, cancer
pulmonar cu celule non-mici si cancer pulmonar cu celule mici, de preferat, selectate din grupul format
din melanom, cancer colorectal, cancer de prostatd, cancer de cap si gat, cancer urotelial, cancer de
stomac, cancer pancreatic, cancer de ficat, cancer testicular, cancer ovarian, cancer endometrial si cancer
de col uterin, mai de preferat, selectate din grupul format din melanom, cancer colorectal, cancer de
prostata, cancer de cap si gat, cancer urotelial si cancer de stomac, si cel mai de preferat, selectate din
grupul format din melanom, cancer colorectal si cancer de prostata.

Asa cum s-a facut referire aici, termenul "cancer cerebral" se referd la toate cancerele cerebrale
cunoscute in domeniu. Acesta include, dar nu este limitat la, gliom (gradul I pana la IV OMS),
astrocitom, meningiom si meduloblastom.

Asa cum s-a facut referire aici, termenul "cancer de cap si gat" se refera la toate cancerele de cap
si gat cunoscute in domeniu. Acesta include, dar nu este limitat la, carcinom de esofag, carcinom bucal cu
celule scuamoase si cancer hipofaringian. Un cancer de cap si gat preferat in mod special pentru a fi tratat
in conformitate cu inventia este carcinomul bucal cu celule scuamoase.
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Termenul "crestere a cancerului” asa cum a fost utilizat aici se referd la orice crestere masurabila
a cancerului. Pentru cancerele care formeaza tumori solide, ,.cresterea cancerului” se refera la o crestere
masurabild In volumul tumorii in timp. Dacd cancerul a format doar o singurd tumord, ,.cresterea
cancerului” se referd doar la cresterea in volum a unei singure tumori. Dacd cancerul a format mai multe
tumori, cum ar fi metastazele, ,,cresterea cancerului” se refera la cresterea in volum a tuturor tumorilor
masurabile. Pentru tumorile solide, volumul tumorii poate fi masurat prin orice metodd cunoscutd in
domeniu, incluzand imagistica prin rezonantd magnetica si tomografia computerizata (scanare CT).

Termeni cum ar fi ,tratamentul impotriva cancerului” sau ,tratarea impotriva cancerului” in
conformitate cu prezenta inventie se referd la un tratament terapeutic. O evaluare a faptului dacd un
tratament terapeutic functioneaza sau nu poate fi facutd, de exemplu, prin evaluarea dacéd tratamentul
inhiba cresterea cancerului la pacientul sau pacientii tratati. De preferat, inhibarea este semnificativa din
punct de vedere statistic, asa cum a fost evaluata prin teste statistice corespunzatoare care sunt cunoscute
in domeniu. Inhibarea cresterii cancerului poate fi evaluatd prin compararea cresterii cancerului Intr-un
grup de pacienti tratati in conformitate cu prezenta inventie cu un grup de control de pacienti netratati sau
prin compararea unui grup de pacienti care primesc un tratament standard impotriva cancerului in
domeniu, plus un tratament in conformitate cu inventia cu un grup de control de pacienti care primesc
doar un tratament standard pentru cancer in domeniu. Astfel de studii pentru evaluarea inhibarii cresterii
cancerului sunt proiectate in conformitate cu standardele acceptate pentru studiile clinice, de exemplu,
studii dublu-orb, randomizate, cu suficientd putere statisticd. Termenul ,tratarea impotriva cancerului”
include o inhibare a cresterii cancerului in care cresterea cancerului este inhibata partial (adica, in cazul in
care cresterea cancerului la pacient este intarziatd in comparatie cu grupul de control de pacienti), o
inhibare in care cresterea cancerului este inhibatd in mod complet (de exemplu, 1n cazul in care cresterea
cancerului la pacient este opritd) si o inhibare in care cresterea cancerului este inversata (adica, cancerul
se micsoreaza). De preferat, o evaluare a faptului daca un tratament terapeutic functioneaza sau nu poate
fi facutd pe baza unei clasificari a respondentilor si non-respondentilor, prin utilizarea criteriilor de
evaluare a raspunsului in tumorile solide, versiunea 1.1 (RECIST vl1.1) (Eisenhauer si colab.: New
response evaluation criteria in solid tumours: revised RECIST guideline (versiunea 1.1). in: Eur. J.
Cancer. 45, nr. 2, ianuarie 2009, p. 228-47). in mod alternativ sau suplimentar, o evaluare a faptului daca
un tratament terapeutic functioneaza sau nu poate fi facutd pe baza indicatorilor clinici cunoscuti ai
progresiei cancerului.

Tratamentul Tmpotriva cancerului in conformitate cu inventia poate fi o terapie de linia intai, o
terapie de linia a doua sau o terapie de linia a treia sau o terapie care este dincolo de terapia de linia a
treia. Intelesul acestor termeni este cunoscut in domeniu si in conformitate cu terminologia care este
utilizatd in mod obisnuit de catre Institutul National al Cancerului din SUA.

Un tratament Tmpotriva cancerului in conformitate cu prezenta inventia nu exclude faptul ca
beneficii terapeutice aditionale sau secundare sa aibd loc de asemenea, la pacienti. De exemplu, un
beneficiu aditional sau secundar poate fi o influentd asupra pierderii in greutate indusa de cancer. Totusi,
se intelege faptul ca tratamentul primar pentru care se cautd protectie este pentru tratarea cancerului in
sine, orice efecte secundare sau aditionale reflectand doar avantaje optionale, aditionale ale tratamentului
impotriva cresterii cancerului.

Termenul ,,imunoterapie impotriva cancerului” este cunoscut in domeniu si se referd in general
la un tratament impotriva cancerului in care sistemul imunitar al pacientului este utilizat pentru a trata
cancerul. Celulele canceroase prezintd mutatii genomice care dau nastere la antigene ale celulelor
canceroase care sunt specifice celulelor canceroase si diferite de antigenele celulelor non-canceroase.
Astfel, dintr-un punct de vedere preferat al imunoterapiei impotriva cancerului in conformitate cu
prezenta inventie, o imunoterapie impotriva cancerului este o imunoterapie impotriva cancerului in care
astfel de antigene de celule canceroase sunt recunoscute de sistemul imunitar gi in care celulele
canceroase care exprima aceste antigene sunt distruse de sistemul imunitar. Dintr-un punct de vedere non-
limitativ conform inventiei, astfel de celule canceroase care exprima aceste antigene de celule canceroase
pot fi ucise de celulele T CD8" ale sistemului imunitar. O imunoterapie impotriva cancerului poate fi
evaluatd prin metode de imunomonitorizare cunoscute in domeniu, de exemplu, prin masurarea expresiei
intracelulare a IFN-y (de exemplu, in celule T CD8" si/sau celule NK) in probe de singe, masurarea
expresiei suprafetei celulei CD107a (de exemplu, in celule T CD8* si/sau celule NK) in probele de sange,
masurarea expresiei intracelulare a TNF-o (de exemplu, pe leucocite) in probele de sdnge, expresia
intracelulara a interleukinei-2 (de exemplu, in celule T CD8* si/sau in celule T CD4*) in probele de sange,
expresia suprafetei celulelor CD154 (de exemplu, in CD8" celule T si/sau in CD4" celule T) in probe de
sange, colorare cu tetramer sau dextramer pentru celulele T specifice antigenului tumoral in probele de
sange, activitate CTL impotriva celulelor tumorale autologe sau prezenta celulelor T impotriva
neoantigenelor derivate din mutatii specifice tumorii. Metodele preferate de evaluare a imunoterapiei
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impotriva cancerului sunt metodele in conformitate cu Gouttefangeas C si colab.: ,,Flow Cytometry in
Cancer Immunotherapy: Applications, Quality Assurance and Future." (2015) In: Cancer Immunology:
Translational Medicine from Bench to Bedside (N. Rezaei editor). Springer. Capitolul 25: paginile 471-
486; si metodele in conformitate cu Van der Burg SH, et al.: ,,Immunoguiding, the final frontier in the
immunotherapy of cancer.” (2014) In Cancer Immunotherapy meets oncology (CM Britten, S Kreiter, M.
Diken & HG Rammensee eds). Springer International Publishing Switzerland p37-51 ISBN: 978-3-319-
05103-1.

Asa cum a fost utilizatd aici, o "imunoterapie impotriva cancerului" cuprinde, in mod optional,
un tratament in care, in plus fata de sistemul imunitar care este utilizat pentru a trata cancerul, mecanisme
aditionale de tratament impotriva cancerului sunt utilizate. De exemplu, s-a prezentat anterior faptul ca un
inhibitor de hGDF-15 poate fi utilizat pentru tratamentul impotriva cancerului intr-un sistem de model de
soarece in care sistemul imunitar a fost grav compromis (WO 2014/049087). Astfel, in conformitate cu
prezenta inventie, o imunoterapie impotriva cancerului cu inhibitori de hGDF-15 la pacienti umani poate
cuprinde, de asemenea, efecte aditionale de tratament ale inhibitorilor de hGDF-15 care sunt
independente de sistemul imunitar. Un alt exemplu al unei imunoterapii impotriva cancerului in care
mecanisme aditionale de tratament impotriva cancerului pot fi utilizate este o terapie combinatd cu agent
(agenti) chimioterapeutic (chimioterapeutici) cunoscut (cunoscuti). O astfel de terapie combinata cu agent
(agenti) chimioterapeutic (chimioterapeutici) cunoscut (cunoscuti) poate include, de exemplu, nu numai
tratamentul impotriva cancerului in care sistemul imunitar este utilizat pentru a trata cancerul, ci include
si un tratament impotriva cancerului in care celulele canceroase sunt ucise de agentul (agentii)
chimioterapeutic (chimioterapoeutici) mentionat (mentionati) in mod direct.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul ,,cresterea procentului de celulele T CD8 intr-un cancer
solid” se refera la orice crestere masurabila a procentului de celule T CD8™ (adica procentul de celule T
CD8" calculat in raport cu toate celulele) in tumora sau tumorile formate de cancerul solid. De preferat,
cresterea este semnificativd din punct de vedere statistic, asa cum a fost evaluat prin teste statistice
corespunzatoare, care sunt cunoscute in domeniu. O crestere a procentului de celule T CD8* din tumora
sau din tumorile formate de cancerul solid poate fi determinatd prin metode cunoscute pentru analiza
celulelor T CD8* in tumorile solide. Astfel de metode includ analize ale biopsiilor tumorale pentru
celulele T CD8", de exemplu, analize ale unor astfel de biopsii tumorale prin imunohistochimie folosind
anticorpi impotriva CD8 si folosind o colorare pentru numarul total de celule. Cresterea poate fi evaluata
prin compararea procentelor de celule T CD8" din tumorile unui grup de pacienti tratati in conformitate
cu prezenta inventie cu un grup de control de pacienti netratati sau prin compararea unui grup de pacienti
care primesc un tratament standard impotriva cancerului din domeniu plus un tratament in conformitate
cu inventia cu un grup de control de pacienti care primesc doar un tratament standard impotriva
cancerului din domeniu.

Asa cum au fost utilizate aici, ,,celulele T CD8"” sunt, de preferat, celule care apar in mod
endogen la pacientul uman.

Nivelurile serice de hGDF-15 pot fi masurate prin orice metode cunoscute in domeniu. De
exemplu, o metoda preferatd de masurare a nivelurilor serice de hGDF-15 este 0 masurare a nivelurilor
serice de hGDF-15 prin Analiza Imunosorbentului Legat de Enzime (ELISA) prin utilizarea anticorpilor
fata de GDF-15. Astfel de metode ELISA sunt exemplificate in Exemplul 1. In mod alternativ, nivelurile
serice de hGDF-15 pot fi determinate prin imunoanalize de electrochimioluminiscentd cunoscute,
utilizAnd anticorpi fatd de GDF-15. De exemplu, tehnologia Roche Elecsys® poate fi utilizatd pentru astfel
de imunoanalize de electrochimioluminiscenta.

Pacientul care urmeaza sa fie tratat in conformitate cu inventia este, de preferat, un pacient cu
niveluri serice crescute de hGDF-15. Termenul ,,niveluri serice crescute de hGDF-15”, asa cum a fost
utilizat aici, inseamna faptul cé pacientul uman are niveluri de hGDF-15 mai mari in serul sanguin fnainte
de administrarea inhibitorului de hGDF-15 in conformitate cu inventia, in comparatie cu nivelurile de
hGDF-15 medii in serurile sanguine ale persoanelor sanatoase de control uman, ca referinta.

Nivelul seric de hGDF-15 mediu al persoanelor de control uman sdnitos este < 0,8 ng/ml.
Intervalul asteptat este intre 0,2 ng/ml si 1,2 ng/ml la controalele umane sanatoase (Referinta: Tanno T si
colab.: ,,Growth differentiation factor 15 in erythroid health and disease." Curr Opin Hematol. 2010 May;
17(3): 184-190.

Astfel, intr-o realizare preferatd conform inventiei, un pacient care urmeaza sa fie tratat in
conformitate cu inventia este un pacient care prezinta un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,2 ng/ml
anterior inceperii administrarii inhibitorului de hGDF-15, de preferat, un pacient care prezinta un nivel
seric de hGDF-15 de cel putin 1,5 ng/ml anterior inceperii administrarii inhibitorului de hGDF-15 si, mai
de preferat, un pacient care prezinta un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,8 ng/ ml anterior inceperii
administrarii inhibitorului de hGDF-15.
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Intr-o alta realizare preferati conform inventiei, un pacient care urmeazi si fie tratat in
conformitate cu inventia este un pacient care prezintd un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,2 ng/ml si
nu mai mult de 12 ng/ml anterior inceperii administrarii inhibitorului hGDF-15, de preferat, un pacient
care prezintd un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,5 ng/ml si nu mai mult de 12 ng/ml anterior
inceperii administrarii inhibitorului de hGDF-15 si, mai de preferat, un pacient care prezinta un nivel seric
de hGDF-15 de cel putin 1,8 ng/ml si nu mai mult de 12 ng/ml anterior inceperii administrarii
inhibitorului de hGDF-15.

Intr-o alta realizare conform inventiei, in conformitate cu toate realizirile de mai sus, un pacient
care urmeaza sa fie tratat in conformitate cu inventia este un pacient care prezintd un nivel seric de
hGDF-15 de cel putin 1,2 ng/ml si nu mai mult de 10 ng/ ml anterior inceperii administrarii inhibitorului
de hGDF-15, de preferat, un pacient care prezinta un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,5 ng/ml si nu
mai mult de 10 ng/ml anterior inceperii administrarii de hGDF- 15, si mai de preferat, un pacient care
prezintd un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,8 ng/ml si nu mai mult de 10 ng/ml anterior inceperii
administrarii inhibitorului de hGDF-15.

Intr-o altd realizare conform inventiei in conformitate cu toate realizirile de mai sus, un pacient
care urmeaza sa fie tratat in conformitate cu inventia este un pacient care prezintd un nivel seric de
hGDF-15 de cel putin 1,2 ng/ml si nu mai mult de 8 ng/ ml anterior inceperii administrarii inhibitorului de
hGDF-15, de preferat, un pacient care prezintd un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,5 ng/ml si nu mai
mult de 8 ng/ml anterior inceperii administrarii de hGDF- 15, si mai de preferat, un pacient care prezinta
un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,8 ng/ml si nu mai mult de 8 ng/ml anterior inceperii
administrarii inhibitorului de hGDF-15.

Intr-o altd realizare, un pacient care urmeaza si fie tratat in conformitate cu inventia este un
pacient care prezintd un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 2 ng/ml, cel putin 2,2 ng/ml, cel putin 2,4
ng/ml, cel putin 2,6 ng /ml, cel putin 2,8 ng/ml, cel putin 3,0 ng/ml, cel putin 3,2 ng/ml, cel putin 3,4
ng/ml, cel putin 3,6 ng/ml, cel putin 3,8 ng/ml, cel putin 4,0 ng/ ml sau cel putin 4,2 ng/ml anterior
inceperii administrarii inhibitorului hGDF-15. In aceasta realizare, pacientul este de preferat, un pacient
care prezintd un nivel seric de hGDF-15 de cel mult 12 ng/ml anterior inceperii administrarii inhibitorului
de hGDF-15. Mai de preferat, in aceasta realizare, pacientul este un pacient care prezinta un nivel seric de
hGDF-15 de cel mult 10 ng/ml anterior inceperii administrarii inhibitorului de hGDF-15. Cel mai de
preferat, in aceastd realizare, pacientul este un pacient care prezintd un nivel seric de hGDF-15 de cel
mult 8 ng/ml anterior Inceperii administrarii inhibitorului de hGDF-15.

Termenul "anterior inceperii administrarii", asa cum a fost utilizat aici, Inseamna perioada de
timp imediat inainte de administrarea inhibitorului de hGDF-15 in conformitate cu inventia. De preferat,
termenul ,anterior inceperii administrarii” inseamna o perioadd de 30 de zile imediat Tnainte de
administrare; cel mai de preferat, o perioada de o saptamana imediat Tnainte de administrare.

Termenii ,,semnificativ”, ,,in mod semnificativ”, etc. asa cum au fost utilizati aici se refera la o
diferenta semnificativa din punct de vedere statistic intre valori, aga cum au fost evaluate prin metode
corespunzatoare cunoscute in domeniu.

Inhibitorii de hGDF-15 si agentii de blocare a punctelor de control imunitare utilizati in
conformitate cu inventia pot fi administrati prin utilizarea metodelor cunoscute in domeniu. Astfel de
metode vor fi selectate de catre un profesionist in domeniu pe baza consideratiilor bine-cunoscute,
incluzsiv a naturii chimice a inhibitorului respectiv (de exemplu, in functie de faptul daca inhibitorul este
un ARN de interferenta scurt sau un anticorp). Administrarea de agenti cunoscuti de blocare a punctelor
de control imunitare se poate baza pe scheme cunoscute de administrare a acestor agenti de blocare a
punctelor de control imunitare. De exemplu, administrarea agentilor de blocare a punctelor de control
imunitare se poate baza pe schemele de administrare utilizate in studiul KEYNOTE-006 (C. Robert si
colab. N Engl J Med 2015; 372:2521-2532).

In conformitate cu prezenta inventie, fiecare aparitie a termenului "care cuprinde" poate fi in
mod optional substituitd cu termenul "format din".

Inhibitori de hGDE-15

Un "inhibitor de hGDF-15" poate fi orice molecula care este capabild sa inhibe in mod specific
functia GDF-15 uman (hGDF-15), cu conditia ca aceasta sa fie in conformitate cu revendicarile anexate.

Daca sau nu o substantd de interes este un "inhibitor de hGDF-15", poate fi determinat prin
utilizarea metodelor expuse aici, aga cum a fost detaliat in realizarile preferate. O metoda preferatd in
conformitate cu realizarile preferate este metoda utilizata in Exemplul 3.

A fost prezentat anterior faptul ca proteina umana GDF-15 poate fi tintita in mod avantajos de
catre un anticorp monoclonal (WO 2014/049087), si faptul ca un astfel de anticorp prezinta proprietati
avantajoase, incluzand o afinitate inaltd de legare la GDF-15 uman, asa cum a fost demonstrat de o
constantd de disociere de echilibru de aproximativ 790 pM pentru GDF-15 uman recombinant (vezi,
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Exemplul de Referinta 1). Astfel, in conformitate cu inventia, inhibitorul de hGDF-15 care urmeaza sa fie
utilizat este un anticorp monoclonal capabil de legare la hGDF-15 sau o portiune a acestuia de legare la
hGDF-15.

Astfel, intr-o realizare preferatd, inhibitorul de hGDF-15 in conformitate cu inventia este un
anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau la o portiune a acestuia de legare la hGDF-
15, in care domeniul variabil de lant greu cuprinde o regiune CDR3, care cuprinde secventa de aminoacizi
din SEQ ID NR: 5 sau o secventa de aminoacizi cel putin 90% identicd cu aceasta si in care domeniul
variabil de lant usor cuprinde o regiune CDR3 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 7
sau o secventi de aminoacizi cel putin 85% identicd cu aceasta. In aceastd realizare, de preferat,
anticorpul sau portiunea acestuia de legare la hGDF-15 cuprinde un domeniu variabil de lant greu care
cuprinde o regiune CDR1 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 3 si o regiune CDR2
care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 4, si anticorpul sau portiunea cestuia de legare la
hGDF-15 acestuia cuprinde un domeniu variabil de lant usor care cuprinde o regiune CDR1 care cuprinde
secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 6 si o regiune CDR2 care cuprinde secventa de aminoacizi ser-
ala -ser.

Astfel, intr-o realizare inca mai preferata, inhibitorul de hGDF-15 in conformitate cu inventia
este un anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau o portiune a acestuia de legare la
hGDF-15, in care anticorpul sau portiunea acestuia de legare la hGDF-15 cuprinde un domeniu variabil
de lant greu care cuprinde o regiune CDR1 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 3, o
regiune CDR2 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 4 si o regiune CDR3 care cuprinde
secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 5 si in care anticorpul sau portiunea acestuia de legare la hGDF -
15 cuprinde un domeniu variabil de lant usor care cuprinde o regiune CDRI care cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 6, o regiune CDR2 care cuprinde secventa de aminoacizi ser-ala-ser si o
regiune CDR3 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 7.

Intr-o alta realizare in conformitate cu realizarile de mai sus ale anticorpului monoclonal capabil
de legare la GDF-15 uman sau la o portiune a acestuia de legare la hGDF-15, domeniul variabil de lant
greu cuprinde o regiune care cuprinde o FR1, un CDR1, o FR2, o regiune CDR?2 si o regiune FR3 si care
cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 1 sau o secventd 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identica cu aceasta, si domeniul variabil de lant usor cuprinde o regiune
care cuprinde o FR1, un CDR1, o FR2, o regiune CDR2 si o regiune FR3 si care cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 2 sau o secventa 85%, 90 %, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%
sau 99% identica cu aceasta.

Intr-o realizare preferata in conformitate cu realizirile de mai sus ale anticorpului monoclonal
capabil de legare la GDF-15 uman sau ale portiunii acestuia de legare la hGDF-15, anticorpul este un
anticorp umanizat sau o portiune a acestuia de legare la hGDF-15. Domeniul constant de lant greu al
acestui anticorp monoclonal sau al portiunii acestuia de legare la hGDF-15 poate cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 29 sau o secventd de aminoacizi de cel putin 85%, de preferat, cel putin 90%,
mai de preferat, cel putin 95% identica cu aceasta, si domeniul constant de lant usor al acestui anticorp
monoclonal sau al portiunii acestuia de legare la hGDF-15 poate cuprinde secventa de aminoacizi din
SEQ ID NR: 32 sau o secventd de aminoacizi de cel putin 85%, de preferat cel putin 90%, mai de
preferat, cel putin 95% identica cu aceasta. Mai de preferat, domeniul constant de lant greu al acestui
anticorp monoclonal sau al portiunii acestuia de legare la hGDF-15 cuprinde secventa de aminoacizi din
SEQ ID NR: 29 sau o secventd de aminoacizi de cel putin 98%, de preferat, cel putin 99% identica cu
aceasta, si domeniul constant de lant usor al acestui anticorp monoclonal sau al portiunii acestuia de
legare la hGDF-15 cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 32 sau o secventd de aminoacizi de
cel putin 98%, de preferat, cel putin 99% identici la aceasta. Inca mai de preferat, domeniul constant de
lant greu al acestui anticorp monoclonal sau al portiunii acestuia de legare la hGDF-15 cuprinde secventa
de aminoacizi din SEQ ID NR: 29 si domeniul constant de lant usor al acestui anticorp monoclonal sau al
portiunii acestuia de legare la hGDF-15 cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 32. Domeniul
variabil de lant greu al acestui anticorp monoclonal sau al portiunii acestuia de legare la hGDF-15 poate
cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 28 sau o secventa de aminoacizi cel putin 90%, de
preferat, cel putin 95%, mai de preferat, cel putin 98%, incd mai de preferat, cel putin 99% identica cu
aceasta, si domeniul variabil de lant usor al acestui anticorp monoclonal sau al portiunii acestuia de legare
la hGDF-15 poate cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 31, sau o secventd de aminoacizi de
cel putin 90%, de preferat cel putin 95%, mai de preferat, cel putin 98%, inca mai de preferat, cel putin
99% identica cu aceasta. Cel mai de preferat, domeniul variabil de lant greu al acestui anticorp
monoclonal sau al portiunii acestuia de legare la hGDF-15 cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID
NR: 28 si domeniul variabil de lant usor al acestui anticorp monoclonal sau al portiunii acestuia de legare
la hGDF-15 cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 31.
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Intr-o alta realizare in conformitate cu realizarile de mai sus ale anticorpului monoclonal capabil
de legare la GDF-15 uman sau ale portiunii acestuia de legare la hGDF-15, domeniul variabil de lant greu
cuprinde o regiune CDRI1 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 3 si o regiune CDR2
care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 4, si domeniul variabil de lant usor cuprinde o
regiune CDR1 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 6 si o regiune CDR2 care cuprinde
secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 7. Dintr-un punct de vedere preferat conform acestei realizari,
anticorpul poate avea secvente CDR3, asa cum au fost definite in oricare dintre realizarile conform
inventiei, descrise mai sus.

Intr-o alta realizare in conformitate cu anticorpul monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman
sau la o portiune a acestuia de legare la hGDF-15, portiunea de legare la hGDF-15 este un anticorp cu
domeniu unic (denumit si ,,Nanocorp™,,). Dintr-un punct de vedere conform acestei realiziri, anticorpul
cu domeniu unic cuprinde secventele de aminoacizi CDR1, CDR2 si CDR3 din SEQ ID NR: 3, SEQ ID
NR: 4 si, respectiv, SEQ ID NR: 5. Dintr-un alt punct de vedere conform acestei realizari anticorpul cu
domeniu unic cuprinde secventele de aminoacizi CDR1, CDR2 si CDR3 ale SEQ ID NR: 6, ser-ala-ser si,
respectiv, SEQ ID NR: 7. Dintr-un punct de vedere preferat conform acestei realizdri, anticorpul cu
domeniu unic este un anticorp umanizat.

De preferat, anticorpii capabili de legare la GDF-15 uman sau portiunile acestora de legare la
hGDF-15 prezintd o constantd de disociere de echilibru pentru GDF-15 uman care este egala cu sau mai
mica de 100 nM, mai mica de 20 nM, de preferat, mai mica de 10 nM, mai de preferat, mai putin de 5 nM
si cel mai de preferat, intre 0,1 nM si 2 nM.

intr-o altd realizare, in conformitate cu realizirile de mai sus, ale anticorpului monoclonal
capabil de legare la GDF-15 uman sau ale portiunii acestuia de legare la hGDF-15, anticorpul capabil de
legare la GDF-15 uman sau portiunea acestuia de legare la hGDF-15 se leagd la acelasi epitop uman
GDF-15 precum anticorpul la GDF-15 uman care poate fi obtinut din linia celularda B1-23 depozitati la
Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DMSZ) sub numarul de acces DSM
ACC3142. Asa cum a fost descris aici, legarea anticorpului la GDF-15 uman in conformitate cu prezenta
inventie este de preferat, evaluatd prin masurdtori de rezonanta plasmonicd de suprafatd ca metoda
standard de referinta, in conformitate cu procedurile descrise in Exemplul de Referintd 1. Legarea la
acelasi epitop pe GDF uman -15 poate fi evaluat in mod asemanator prin experimente de legare
competitiva prin rezonanta plasmonicd de suprafata a anticorpului la GDF-15 uman care poate fi obtinut
din linia celulara B1-23 si anticorpul care este anticipat a se lega la acelasi epitop uman GDF-15 precum
anticorpul uman. GDF-15 care poate fi obtinut din linia celulard B1-23.

Intr-o altd realizare preferati, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau o
portiune a acestuia de legare la hGDF-15, in care domeniul variabil de lant cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 39 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin
98% sau cel putin 99% identica cu aceasta, si domeniul variabil de lant usor cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 40 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau
cel putin 99% identica cu aceasta.

Intr-o altd realizare preferat, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau o
portiune a acestuia de legare la hGDF-15, in care domeniul variabil de lant cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 41 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin
98% sau cel putin 99% identicd cu aceasta, si domeniul variabil de lant usor cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 42 sau o secventd care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau
cel putin 99% identicd cu aceasta.

Intr-o altd realizare preferat, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau 0
portiune a acestuia de legare la hGDF-15, in care domeniul variabil de lant cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 43 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin
98% sau cel putin 99% identicd cu aceasta, si domeniul variabil de lant usor cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 44 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau
cel putin 99% identicd cu aceasta.
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Intr-o altd realizare preferati, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau o
portiune a acestuia de legare la hGDF-15, in care domeniul variabil de lant cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 45 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin
98% sau cel putin 99% identicd cu aceasta, si domeniul variabil de lant usor cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 46 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau
cel putin 99% identicd cu aceasta.

Intr-o altd realizare preferata, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau 0
portiune a acestuia de legare la hGDF-15, in care domeniul variabil de lant cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 47 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau
cel putin 99% identicad cu aceasta, si domeniul variabil de lant usor cuprinde secventa de aminoacizi din
SEQ ID NR: 48 sau o secventd care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel putin 92%, cel
putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99%
identica cu aceasta.

Intr-o altd realizare preferata, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau o
portiune a acestuia de legare la hGDF-15, in care domeniul variabil de lant cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 49 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin
98% sau cel putin 99% identicd cu aceasta, si domeniul variabil de lant usor cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 50 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau
cel putin 99% identica cu aceasta.

Intr-o altd realizare preferati, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau o
portiune a acestuia de legare la hGDF-15, in care domeniul variabil de lant cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 51 sau o secventa care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin
98% sau cel putin 99% identicd cu aceasta, si domeniul variabil de lant usor cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 52 sau o secventd care este cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 91%, cel
putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98% sau
cel putin 99% identica cu aceasta.

Intr-o altd realizare preferati, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal sau o portiune a acestuia care leagd hGDF-15,
care este capabil sd concureze cu oricare dintre anticorpii capabili de legarea la GDF-15 uman la care se
face referire aici, pentru legarea la GDF-15 uman, de preferat, pentru legare la GDF-15 uman
recombinant.

Intr-o realizare foarte preferatd, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau la portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal umanizat sau o portiune a acestuia de legare
la hGDF-15. Pentru orice secventd de anticorp non-uman datd, in conformitate cu inventia (adicd, o
secventd de anticorp donor), anticorpii monoclonali umanizati anti-GDF-15 uman in conformitate cu
inventia sau portiunile acestora de legare la hGDF-15 pot fi generate in conformitate cu tehnicile
cunoscute. in domeniu, asa cum a fost descris mai sus.

Intr-o realizare foarte preferati, anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea
acestuia de legare la hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la GDF-15 uman sau 0
portiune a acestuia de legare la hGDF-15, in care legarea este legare la un epitop conformational sau
discontinuu pe GDF-15 uman, cuprins din secventele de aminoacizi ale SEQ ID NR: 25 si SEQ ID NR:
26. Dintr-un punct de vedere preferat conform acestei realizdri, anticorpul sau portiunea de legare la
hGDF-15 acesta este un anticorp sau o portiune a acestuia de legare la hGDF-15, asa cum a fost definit de
secventele conform oricareia dintre realizarile de mai sus.

Anticorpul capabil de legare la GDF-15 uman sau portiunea acestuia de legare la hGDF-15 poate
fi legata la un medicament. Din puncte de vedere non-limitative conform acestei realizari, medicamentul
poate fi un agent anticancer cunoscut si/sau o moleculd imunostimulatoare. Agenti anticancer cunoscuti
includ agenti de alchilare cum ar fi cisplatina, carboplatind, oxaliplatina, mecloretamina, ciclofosfamida,
clorambucil si ifosfamida; anti-metaboliti cum ar fi azatioprind si mercaptopuring; alcaloizi cum ar fi
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alcaloizi vinca (de exemplu, vincristind, vinblastind, vinorelbind si vindesind), taxani (de exemplu,
paclitaxel, docetaxel) etoposid si teniposid; inhibitori de topoizomeraza, cum ar fi camptotecine (de
exemplu, irinotecan i topotecan); antibiotice citotoxice cum ar fi actinomicind, antracicling,
doxorubicind, daunorubicina, valrubicina, idarubicind, epirubicind, bleomicina, plicamicind si
mitomicina; si radioizotopi.

Intr-o alta realizare in conformitate cu exemplele de mai sus, anticorpul capabil de legare la
GDF-15 uman sau portiunea acestuia de legare la hGDF-15 este modificata printr-un marker de
aminoacid. Exemple non-limitative de astfel de markeri includ markeri de Polihistidina (His-), marker
FLAG, marker de hemaglutinind (HA), marker de glicoproteina D (gD) si marker c-myc. Markerii pot fi
folositi in diverse scopuri. De exemplu, ei pot fi utilizati pentru a ajuta la purificarea anticorpului capabil
de legare la GDF-15 uman sau a portiunii acestuia de legare la hGDF-15. De preferat, astfel de markeri
sunt prezenti la capatul C-terminal sau N-terminal al anticorpului capabil de legare la GDF-15 uman sau
al portiunii acestuia de legare la hGDF-15.

Agenti de blocare a punctelor de control imunitare

Celulele canceroase prezintd mutatii genomice care dau nastere la antigene ale celulelor
canceroase care sunt specifice celulelor canceroase si diferite de antigenele celulelor necanceroase. Prin
urmare, un sistem imunitar intact care nu este inhibat ar trebui sa recunoasca aceste antigene ale celulelor
canceroase, astfel incat un raspuns imunitar impotriva acestor antigene sa fie determinat. Cu toate acestea,
majoritatea cancerelor au dezvoltat mecanisme de tolerantd imunitard impotriva acestor antigene. O clasa
de mecanisme prin care celulele canceroase ating o astfel de tolerantd imunitara este utilizarea punctelor
de control imunitar. Un "punct de control imunitar" asa cum a fost utilizat aici, inseamna in general un
mecanism imunologic prin care un rispuns imunitar poate fi inhibat. Mai particular, un punct de control
imunitar este un mecanism care este caracterizat prin faptul ca o moleculd a sistemului imunitar (sau un
grup de molecule ale sistemului imunitar) inhibd raspunsul imunitar prin inhibarea activarii celulelor
sistemului imunitar. O astfel de molecula (sau grup de molecule) a sistemului imunitar care inhiba
(inhibd) raspunsul imunitar prin inhibarea activarii celulelor sistemului imunitar este (sunt) cunoscuta
(cunoscute) si sub denumirea de molecule de punct de control.

Asa cum a fost utilizat aici, un "agent de blocare a punctului de control imunitar" este o moleculd
care este capabild de blocarea unui punct de control imunitar. in timp ce se se intelege faptul ci un
inhibitor de hGDF-15, asa cum a fost utilizat in conformitate cu inventia, are efecte asupra sistemului
imunitar, incluzand efecte asupra celulelor T CD8+, termenul ,,agent de blocare a punctului de control
imunitar” aga cum a fost utilizat aici nu se refera la un inhibitor de hGDF-15, ci Inseamna o molecula care
este diferita de un inhibitor de hGDF-15. Cei mai obisnuiti agenti de blocare a punctelor de control
imunitare care sunt cunoscuti pand in prezent sunt inhibitorii moleculelor punctelor de control imune,
cum ar fi inhibitorii PD-1 uman si inhibitorii PD-L1 uman. Alti agenti de blocare a punctelor de control
imunitare sunt anti-LAG-3, anti-B7H3, anti-TIM3, anti-VISTA, anti-TIGIT, anti-KIR, anti-CD27, anti-
CD137 precum si inhibitori de IDO. Prin urmare, o forma preferata de agent de blocare a punctului de
control imunitar este un inhibitor al unei molecule a punctului de control imunitar. in mod alternativ, un
agent de blocare a punctului de control imunitar poate fi un activator al unui semnal de co-stimulare care
trece peste punctul de control imunitar. Metode pentru a masura potenta agentilor de blocare a punctelor
de control imunitare includ analize de legare in vitro, analize primare de eliberare a citokinelor pe baza de
celule T si sisteme de model in vivo. in plus, Promega a dezvoltat in prezent un sistem reporter
bioluminiscent disponibil din punct de vedere comercial pentru PD-1/PD-L1, care este, de exemplu,
mentionat in Mei Cong, Ph.D. si colab.: Advertorial: Novel Biotest to Assess PD-1/PD-L1 Therapeutic
Anticorpi in Development for Imunotherapy Bioluminescent Reporter-Based PD-1/PD-L1 Blockade
Bioasy. (http://www.genengnews.com/gen-articles/advertorial-novel-bioassay-to-assess-pd-1-pd-11-
therapeutic-antibodies-in-development-for-immun/5511/).

Agenti preferati de blocare a punctelor de control imunitare sunt inhibitorii de PD-1 uman si
inhibitorii de PD-L1 uman. Intr-o realizare preferati in conformitate cu toate realizirile conform
inventiei, agentul de blocare a punctului de control imunitar nu este un inhibitor de CTLA4 uman.

Asa cum a fost utilizat aici, un "inhibitor de PD-1 uman" poate fi orice molecula care este
capabila s inhibe in mod specific functia PD-1 umana. Exemple non-limitative de astfel de molecule sunt
anticorpii capabili de legare la PD-1 uman si DARPin-uri (Proteine de Ankirina Proiectate cu Repetare)
capabile de legare la PD-1 uman.

Inhibitorul de PD-1 care trebuie utilizat in conformitate cu inventia este un anticorp capabil de
legare la PD-1 uman, mai de preferat, un anticorp monoclonal capabil de legare la PD-1 uman. Cel mai de
preferat, anticorpul monoclonal capabil de legare la PD-1 uman este selectat din grupul format din
nivolumab, pembrolizumab, pidilizumab si AMP-224.
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Asa cum a fost utilizat aici, un "inhibitor de PD-L1 uman" poate fi orice moleculd care este
capabild sa inhibe in mod specific functia PD-L1 umand. Exemple non-limitative de astfel de molecule
sunt anticorpi capabili de legare la PD-L1 uman si DARPin-uri (Proteine de Ankirind Proiectate cu
Repetare) capabile de legare la PD-L1 uman.

Inhibitorul de PD-L1 uman care trebuie utilizat in conformitate cu inventia este un anticorp
capabil de legare la PD-L1 uman, mai de preferat, un anticorp monoclonal capabil de legare de PD-L1
uman. Cel mai de preferat, anticorpul monoclonal capabil de legare la PD-L1 uman este selectat din
grupul format din BMS-936559, MPDL3280A, MEDI4736 si MSB0010718C.

Metode si tehnici

In general, cu exceptia cazului in care a fost definit altfel aici, metodele utilizate in prezenta
inventie (de exemplu, metode de clonare sau metode referitoare la anticorpi) sunt efectuate in
conformitate cu procedurile cunoscute in domeniu, de exemplu, procedurile descrise in Sambrook et al.
("Molecular Cloning: A Laboratory Manual.”, Ed. a doua, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York 1989), Ausubel si colab. ("Current Protocols in Molecular Biology." Greene
Publishing Associates si Wiley Interscience; New York 1992), si Harlow si Lane ("Antibodies: A
Laboratory Manual" Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York 1988) .

Legarea anticorpilor la proteinele lor tinta respective poate fi evaluata prin metode cunoscute in
domeniu. Legarea anticorpilor monoclonali la tintele lor respective este, de preferat, evaluatd prin
masuratori de rezonantd plasmonica de suprafatd. Aceste masuratori sunt, de preferat, efectuate utilizand
un sistem Biorad ProteOn XPR36 si cipuri cu senzor Biorad GLC, asa cum a fost exemplificat pentru
mADb-B1-23 GDF-15 anti-uman in Exemplul de Referinta 1.

Alinierea secventelor in conformitate cu inventia se realizeaza prin utilizarea algoritmului
BLAST (vezi Altschul si colab. (1990) ,,Basic local alignment search tool.” Journal of Molecular Biology
215. p. 403-410.; Altschul si colab.: (1997) Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.). De preferat, urmatorii parametri sunt
utilizati: Secvente tintd maxime 10; Dimensiunea cuvantului 3; matricca BLOSUM 62; costuri gap:
existenta 11, extensie 1; ajustarea matricei scorului compozitional conditionat. Astfel, atunci cand sunt
utilizati in legaturd cu secvente, termeni cum ar fi ,,identitate” sau ,,identic” se refera la valoarea de
identitate obtinuta prin utilizarea algoritmului BLAST.

Anticorpii monoclonali in conformitate cu inventia pot fi produsi prin orice metoda cunoscuta in
domeniu, incluzdnd, dar fard a fi limitatd la metodele mentionate in Siegel DL (,,Recombinant
monoclonal antibody technology." Transfus Clin Biol. 2002 Jan;9(1):15-22.). intr-o realizare, un anticorp
in conformitate cu inventia este produs de linia celulard de hibridom B1-23 depozitata la Deutsche
Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) sub nr. de acces DSM ACC3142
potrivit Tratatului de la Budapesta. Depozitul a fost depus la 29 septembrie 2011.

Proliferarea celulard poate fi masurata prin metode corespunzitoare cunoscute in domeniu,
incluzand (dar fara a fi limitate la) microscopia vizuala, analize metabolice, cum ar fi cele care masoard
potentialul redox mitocondrial (de exemplu, analiza MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) bromura de 2,5-
difeniltetrazoliu); colorare cu resazurind, care cunoscutd de asemenea ca analizd Alamar Blue®), colorarea
biomarkerilor cunoscuti de proliferare endogend (de exemplu, Ki-67) si metode care masoara sinteza
ADN-ului celular (de exemplu, BrdU si analize de incorporare a timidinei [*H]).

Nivelurile de GDF-15 uman (hGDF-15) pot fi masurate prin orice metoda cunoscuta in domeniu,
incluzand masuratori ale nivelurilor de proteind hGDF-15 prin metode care includ (dar fard a fi limitate
la) spectrometrie de masa pentru proteine sau peptide derivate din GDF-15 uman, Blotare Western
folosind anticorpi specifici pentru GDF-15 uman, citometrie in flux folosind anticorpi specifici pentru
GDF-15 uman, analize cu bandd care folossesc anticorpi specifici pentru GDF-15 uman sau
imunocitochimie care folosseste anticorpi specifici pentru GDF-15 uman. O metoda preferata de masurare
a nivelurilor serice de hGDF-15 este o masurare a nivelurilor serice de hGDF-15 prin Analiza
Imunosorbentului Legat de Enzime (ELISA) prin utilizarea anticorpilor la GDF-15. Astfel de metode
ELISA sunt exemplificate in Exemplul 1. In mod alternativ, nivelurile serice de hGDF-15 pot fi
determinate prin imunoanalizele de electrochimioluminiscenta cunoscute utilizand anticorpi fatd de GDF-
15. De exemplu, tehnologia Roche Elecsys® poate fi utilizatid pentru astfel de analize imunologice de
electrochimioluminiscenta.

Prepararea compozitiilor conform inventiei

Compozitiile in conformitate cu prezenta inventie sunt preparate in conformitate cu standardele
cunoscute pentru prepararea compozitiilor farmaceutice.

De exemplu, compozitiile sunt preparate intr-un mod in care acestea pot fi depozitate si
administrate in mod corespunzitor, de exemplu, prin utilizarea componentelor acceptabile din punct de
vedere farmaceutic, cum ar fi agenti transportori, excipienti sau agenti de stabilizatare.
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Astfel de componente acceptabile din punct de vedere farmaceutic nu sunt toxice In cantitatile
utilizate atunci cand se administreaza compozitia farmaceutica la un pacient. Componentele acceptabile
din punct de vedere farmaceutic adaugate la compozitiile farmaceutice pot depinde de natura chimica a
inhibitorilor prezenti in compozitie (de exemplu, depind de faptul dacd inhibitorii sunt anticorpi,
constructii de ac de par ARNsi sau ARN-uri scurte de interferentd), de utilizarea particulara intentionata a
compozitiilor farmaceutice si de calea de administrare.

In general, componentele acceptabile din punct de vedere farmaceutic utilizate in legatura cu
prezenta inventie sunt utilizate in conformitate cu cunostintele disponibile in domeniu, de exemplu,
din Remington's Pharmaceutical Sciences, Ed. AR Gennaro, editia a 20-a, 2000, Williams & Wilkins, PA,
SUA.

Produse pentru utilizare in metode terapeutice

Prezenta inventie se refera la inhibitorii de hGDF-15 pentru utilizari, asa cum au fost definite n
revendicarile anexate.

Intr-o realizare a inhibitorilor de hGDF-15 de mai sus pentru utilizare, kituri pentru utilizare sau
compozitii pentru utilizare, inhibitorul de hGDF-15 si agentul de blocare a punctului de control imunitar
sunt singurele ingrediente care sunt active din punct de vedere farmaceutic impotriva cancerului.

Intr-o realizare alternativi, inhibitorul de hGDE-15 este utilizat in combinatie cu unul sau mai
multe ingrediente active din punct de vedere farmaceutic impotriva cancerului. Dintr-un punct de vedere
al acestei realizari, acel unul sau mai multe ingrediente suplimentare active din punct de vedere
farmaceutic impotriva cancerului este un agent anticancer si/sau o moleculd imunostimulatoare
cunoscute. Agentii anticancer cunoscuti includ, dar nu sunt limitati la, agenti de alchilare cum ar fi
cisplatina, carboplatina, oxaliplatind, mecloretamina, ciclofosfamida, clorambucil si ifosfamida; anti-
metaboliti cum ar fi azatioprind si mercaptopurind; alcaloizi cum ar fi alcaloizi vinca (de exemplu,
vincristind, vinblastind, vinorelbina si vindesind), taxani (de exemplu, paclitaxel, docetaxel) etoposid si
teniposid; inhibitori de topoizomeraza, cum ar fi camptotecine (de exemplu, irinotecan si topotecan);
antibiotice citotoxice cum ar fi actinomicina, antracicline, doxorubicind, daunorubicina, valrubicina,
idarubicina, epirubicina, bleomicina, plicamicina si mitomicina; si radioizotopi. Urmatoarele ingrediente
active din punct de vedere farmaceutic impotriva cancerului sunt de preferat sa fie utilizate in combinatie
cu inhibitorul de hGDF-15: Moleculele imunostimulatoare includ anti-LAG-3, anti-B7H3, anti-TIM3,
anti-VISTA, anti-TIGIT, anti-KIR, anti-CD27, anti-CD137, anti-Ox40, anti-4-1BB, anti-GITR, anti-
CD28, anti-CD40 sau inhibitori IDO. Mai mult, alte tratamente cu anticorpi cum ar fi anti-Her2, anti-
EGFR, anti-Claudina sau succesorii lor glico-optimizati sunt, de asemenea, preferate in mod deosebit, din
moment ce acestea vor beneficia de o combinatie cu inhibitorul de hGDF-15, de exemplu, datorita
infiltratiei Tmbunatatite a celulelor imune in cancerul solid cauzat de inhibitorul hGDF-15. De asemenea,
abordarile de vaccinare (de exemplu, cu peptide sau celule dendritice) sau terapiile cu celule adoptive,
celulele T reactive tumorale sau celulele dendritice sunt, de asemenea, preferate in mod deosebit, din
moment ce acestea vor beneficia de o combinatie cu inhibitorul de hGDF-15. in plus, urmitoarele
tratamente sunt, de asemenea, preferate in special, din moment se vor sinergiza cu inhibitorul de hGDF-
15:

. Tratamente cu anticorpi sau molecule de tip anticorp care prezintd una sau mai multe
specificitati pentru celulele tumorale si imune (de exemplu, Bites, DART-uri, DARPIN-uri,
Catumaxomab);

. tratamente prin imunoterapie pe bazd de vaccin impotriva peptidelor asociate cu tumora, de
exemplu cu vaccinuri cu multipeptide, cum ar fi IMA901, ISA203 sau cu vaccinuri pe baza de ARN (de
exemplu, CV9104) si/sau

. tratamente cu substante care activeaza celulele imune (de exemplu, derivati FAA pentru a activa
macrofagele sau liganzi pentru receptorii de tip toll, cum ar fi conjugatii SLP-AMPLIVANT).
Combinatii pentru utilizari in conformitate cu inventia

Prezenta inventie cuprinde produse combinate pentru utilizare, asa cum au fost definite de
revendicarile anexate.

Combinatia dintre inhibitorul de hGDF-15 si agentul de blocare a punctului de control imunitar
poate fi administrata fie impreuna, fie separat.

De exemplu, intr-o realizare preferata, administrarea inhibitorului de hGDF-15 trebuie inceputa
anterior inceperii administrarii agentului de blocare a punctului de control imunitar. Aceastd setare
permite in mod avantajos cresterea procentului de celule T, si in special a procentului de celule T
CD8* din cancerul solid, astfel incat un tratament ulterior cu agentul de blocare a punctului de control
imunitar sd poatd fi mai eficient datoritd procentului de inceput crescut de celule T CD8" in cancerul
solid.

Kituri
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Prezenta expunere asigurd, de asemenea, un kit care cuprinde un inhibitor de hGDF-15 si cel
putin un agent de blocare a punctului de control imunitar, asa cum a fost definit mai sus. Kitul in
conformitate cu inventia este asa cum a fost definit in revendicarile anexate.

Inhibitorul de hGDF-15 si unul sau mai multi sau toti agentii de blocare a punctului de control
imunitar pot fi continuti in recipiente separate sau intr-un singur recipient.

Un recipient, asa cum a fost utilizat, poate fi orice tip de recipient care este corespunzator pentru
a pastra inhibitorul de hGDF-15 si/sau cel putin un agent de blocare a punctului de control imunitar.
Exemple non-limitative de astfel de recipiente sunt flacoane si seringi pre-umplute.

in plus fatd de inhibitorul hGDF-15 si cel putin un agent de blocare a punctului de control
imunitar, kitul poate contine alti agenti terapeutici. De exemplu, kitul poate contine unul sau mai multe
ingrediente active din punct de vedere farmaceutic impotriva cancerului. Acel unul sau mai multe
ingrediente suplimentare active din punct de vedere farmaceutic Impotriva cancerului pot fi asa cum au
fost definite mai sus. Astfel de ingrediente suplimentare active din punct de vedere farmaceutic impotriva
cancerului pot fi utilizate in metodele conform inventiei impreuna cu inhibitorul de hGDF-15 si cel putin
un agent de blocare a punctului de control imun.

De preferat, un kit in conformitate cu inventia, cuprinde in plus instructiuni de utilizare.
Secvente

Secventele de aminoacizi la care se face referire in prezenta cerere sunt dupa cum urmeaza (intr-
o ordine de la N-terminal la C-terminal; reprezentate in codul de aminoacizi, cu o literd):

SEQ ID NR: 1 (Regiunea Domeniului Variabil de Lant Greu care cuprinde o FR1, un CDR1, o FR2, un
CDR2 si o regiune FR3 din secventa de polipeptidd a mAb-B1-23 monoclonal anti-uman GDF-15):
QVKLQQSGPGILQSSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGYSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPTLKSRLTISK

DPSRNQVFLKITSVDTACTATYYC
SEQ ID NR: 2 (Regiunea Domeniului Variabil de Lant Usor care cuprinde o FR1, un CDR1, o FR2, un

CDR2 si o regiune FR3 din secventa de polipeptidd a mAb-B1-23 monoclonal anti-uman GDF 15):
DIVLTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWFLQKPGQSPKALIYSASYRYSGYPDRFTGSGSGTDFT

LTISNVQSEDLAEYFC

SEQ ID NR: 3 (Secventa de peptida a regiunii CDR1 de Lant Greu a mAb-B1-23 GDF-15 monoclonal
anti-uman):

GFSLSTSGMG

SEQ ID NR: 4 (Secventa de peptida a regiunii CDR2 de Lant Greu a mAb-B1-23 GDF-15 monoclonal
anti-uman):

IYWDDDK

SEQ ID NR: 5 (Secventa de peptida a regiunii CDR3 de Lant Greu a mAb-B1-23 GDF-15 monoclonal
anti-uman):

ARSIGAMDIA

SEQ ID NR: 6 (Secventa de peptida a regiunii CDR1 de Lant Usor a mAb-B1-23 GDF-15 monoclonal
anti-uman):

QNVGTN

Secventa de peptida a regiunii CDR2 de Lant Usor de mAb-B1-23 GDF-15 monoclonal anti-uman:

SAS

SEQ ID NR: 7 (Secventa de peptida a regiunii CDR3 de Lant Usor a mAb-B1-23 GDF-15 monoclonal
anti-uman):

QQYNNFPYT

SEQ ID NR: 8 (proteina GDF-15 umana maturd recombinanta):
GSARNGDHCPLGPCRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSFREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAGIKTSLHRLK

PDTVPAPCCYPASYNPMVYLIQKTDTGYSLQTYDDLLAKDCHCI
SEQ ID NR: 9 (proteina precursoare de GDF-15 uman):
MPGQELRTVNGSQMLLVLLVLSWLPHGGALSLAEASRASFPGPSELHSEDSRFRELRKRYEDLLTRLRANQS

WEDSNTDLVPAPAVRILTPEVRLGSGGHLHLRISRAALPEGLPEASRLHRALFRLSPTASRSWDVTRPLRRGL
SLARPQAPALHLRLSPPPSQSDQLLAESSSARPQLELHLRPQAARGRRRARARNGDHCPLGPGRCCRLHTV
RASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCYPASYNPMVLIQKT

DTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
SEQ ID NR: 10 (proteina precursoare de GDF-15 uman + agent de interconectare GSGS N-terminal si C-
terminal):
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GSGSGSGMPGQELRTVNGSQMLLVLLVLSWLPHGGALSLAEASRASFPGPSELHSEDSRFRELRKRYEDLL
TRLRANQSWEDSNTDLVPAPAVRILTPEVRLGSGGHLHLRISRAALPEGLPEASRLHRALFRLSPTASRSWDY
TRPLRRQLSLARPQAFPALHLRLSPPPSQSDQLLAESSSARPQLELHLRPQAARGRRRARARNGDHCPLGPG
RCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPARPCCVPASY

NPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCIGSGSGSG
SEQ ID NR: 11 (Peptida Flag): DYKDDDDKGG
SEQ ID NR: 12 (peptidda HA): YPYDVPDYAG
SEQ ID NR: 13 (peptida derivata din GDF-15 uman): ELHLRPQAARGRR
SEQ ID NR: 14 (peptida derivatd din GDF-15 uman): LHLRPQAARGRRR
SEQ ID NR: 15 (peptida derivatd din GDF-15 uman): HLRPQAARGRRRA
SEQ ID NR: 16 (peptida derivatd din GDF-15 uman): LRPQAARGRRRAR
SEQ ID NR: 17 (peptida derivata din GDF-15 uman): RPQAARGRRRARA
SEQ ID NR: 18 (peptida derivatd din GDF-15 uman): PQAARGRRRARAR
SEQ ID NR: 19 (peptida derivata din GDF-15 uman): QAARGRRRARARN
SEQ ID NR: 20 (peptida derivata din GDF-15 uman): MHAQIKTSLHRLK
SEQ ID NR: 25 (peptida GDF-15 care cuprinde o parte a epitopului GDF-15 care se leaga la B1-23):
EVQVTMCIGACPSQFR
SEQ ID NR: 26 (peptida GDF-15 care cuprinde o parte a epitopului GDF-15 care se leagd la B1-23):
TDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

Secventele de acid nucleic la care se face referire in prezenta cerere sunt dupd cum urmeaza
(intr-o ordine de la 5° la 3’; reprezentate in conformitate cu codul standard de acid nucleic):
SEQ ID NR: 21 (secventa de nucleotidd de ADN care codifica secventa de aminoacizi definitd in SEQ ID
NR: 1):
CAAG')I'GAAGCTGCAGCAGTCAGGGGCTGGGATATTGGAGTCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTTCT
TTCTCTGGGTTTTCACTGAGTACTTCTGGTATGGGTGTGAGCTGGATTCGTCAGCCTTCAGGAAAGGGTC
TCGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGATGACAAGCGCTATAACCCAACCCTGAAGAGCCGGCTCA
CAATCTCCAAGGATCCCTCCAGAAACCAGGTATTCCTCAAGATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGG

CACATACTACTGT

SEQ ID NR: 22 (secventa de nucleotida de ADN care codificd secventa de aminoacizi definita in SEQ ID
NR: 2):

GACATTGTGCTCACCCAGTCTCCAAAATTCATGTCCACATCAGTAGGAGACAGGGTCAGCGTCACCTGCA
AGGCCAGTCAGAATGTGGGTACTAATGTGGCCTGGTTTCTACAGAAACCAGGGCAATCTCCTAAAGCACT
TATTTACTCGGCATCCTACCGGTACAGTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGA

TTTCACTCTCACCATCAGCAACGTGCAGTCTGAAGACTTGGCAGAGTATTTCTGT
SEQ ID NR: 23 (secventa de nucleotidd de ADN care codifica secventa de aminoacizi definitd in SEQ ID
NR: 5):
GCTCGAAGTTCCTACGGGGCAATGGACTAC
SEQ ID NR: 24 (secventa de nucleotidd de ADN care codifica secventa de aminoacizi definitd in SEQ ID
NR: 7): CAGCAATATAACAACTTTCCGTACACG

Secvente suplimentare de aminoacizi sunt dupa cum urmeaza (intr-o0 ordine de la N-terminal la
C-terminal; reprezentate de codul de aminoacizi, cu o litera,):
SEQ ID NR: 27 (secventa de aminoacizi a lantului greu de anticorp HI1L5 umanizat B1-23 anti-GDF-15):
QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGYSWIRQPPGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPTLKSRLTITKD

PSKNQVYLTMTNMDPYDTATYYCARSSYGAMDYWGQGTLVTYSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPYTVSWNSGALTSGYHTFPAVLQSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEP
KSCOKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT

KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVYDKSRWQQGNVFSCSYMHEAL

HNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NR: 28 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant greu de anticorp HIL5 umanizat
B1-23 anti-GDF-15):
QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGYSWIRQPPGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPTLKSRLTITKD

PSKNQYVLTMTNMDPYDTATYYCARSSYGAMDYWGQGTLVTVSS
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SEQ ID NR: 29 (secventa de aminoacizi a domeniului constant de lant greu de anticorp HIL5 umanizat
B1-23 anti-GDF-15):
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVEWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSWTVP

SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCY
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TVLHQDWLNGKEYKCKYSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF

LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
SEQ ID NR: 30 (secventa de aminoacizi a lantului usor de anticorp HIL5 umanizat B1-23 anti-GDF-15):
DIVLTQSPSFLSASYGDRVTITCKASQNVGTNVAWFQQKPGKSPKALIY SASYRYSGYPDRFTGSGSGTEFTL

TISSLAPEDFAAYFCQQYNNFPYTFGGGTKLEIKRAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK

VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKYYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
SEQ ID NR: 31 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant usor de anticorp HIL5 umanizat

B1-23 anti-GDF-15):
DIVLTQSPSFLSASVGDRVTITCKASQNVGTNVAWFQQKPGKSPKALIY SASYRYSGVPDRFTGSGSGTEFTL

TISSLQPEDFAAYFCQQYNNFPYTFGGGTKLEIKR

SEQ ID NR: 32 (secventa de aminoacizi a domeniului constant de lant usor de anticorp HIL5 umanizat
B1-23 anti-GDF-15):
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKYVQWKYDNALQSGNSQESYTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NR: 33 (secventa de aminoacizi a lantului greu de anticorp himeric B1-23 anti-GDF-15):
QVKLQQSGPGILQSSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPTLKSRLTISK

DPSRNQVFLKITSVDTACTATYYCARSSYGAMDYWGQGTSYTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPYTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTYPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKYDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWWVYDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF SCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NR: 34 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant greu de anticorp himeric B1-23
anti-GDF-15):
QVKLQQSGPGILQSSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGYSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPTLKSRLTISK
DPSRNQVFLKITSVDTADTATYYCARSSYGAMDYWGQGTSVTVSS

SEQ ID NR: 35 (secventa de aminoacizi a domeniului constant de lant greu de anticorp himeric B1-23
anti-GDF-15):

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYKD YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP

SSSLGTQTYICNYNHKPSNTKVDKKYEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCY
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVYSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFF

LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
SEQ ID NR: 36 (secventa de aminoacizi a lantului usor de anticorp himeric B1-23 anti-GDF-15):
DIVLTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWFLQKPGQSPKALIYSASYRYSGVPDRFTGSGSGTDFT

LTISNVQSEDLAEYFCQQYNNFPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKY
QWKVDONALQSGNSQESYTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPYTKSFNRGEC

SEQ ID NR: 37 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant usor de anticorp himeric B1-23
anti-GDF-15):
DIVLTQSPKFMSTSVGDRYSVTCKASQNVGTNVAWFLQKPGQSPKALIYSASYRYSGVPDRFTGSGSGTDFT

LTISNVQSEDLAEYFCQQYNNFPYTFGGGTKLEIKRTVA

SEQ ID NR: 38 (secventa de aminoacizi a domeniului constant de lant usor de anticorp himeric B1-23
anti-GDF-15):
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKYVQWKYDNALQSGNSQESYTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA

DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
SEQ ID NR: 39 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant greu de anticorp 01G06):
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QVQLYQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYNMDWVRQAPGQSLEWMGQINPNNGLIFFNQKFQGRVTL

TTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAREAIT TVGAMDYWGQGTLVTVSS
SEQ ID NR: 40 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant usor de anticorp 01G06):
DIQMTQSPSSLSASVCDRVTITCRTSENLHNYLAWY QUKPGKSPKLLIYDAKTLADGYPSRFSGSGSGTDY

TLTISSLQPECFATYYCQHFWSDPYTFGQGTKLEIK
SEQ ID NR: 41 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant greu de anticorp 03GO05):
QVQLQAPGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSYWIHWYNQRPGQGLEWIGDINPSNGRSKYNEKFKNKATMT

ADKSENTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVLDGAMDYWGQGTSVTVSS
SEQ ID NR: 42 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant usor de anticorp 03G05):
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESYDNYGISFMNWFQQKPGQPPKLLIYAASNQGSGVPARFSGSGS

GTDFSLN/HPMEEDDTAMYFCQQSKEVPWTFGGGSKLEIK
SEQ ID NR: 43 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant greu de anticorp 04F08):
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTYGMGVTWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTI

SKDTSNNQVFLKITSVDTADTATYYCAQTGYSNLFAYWCQGTLYTVSA
SEQ ID NR: 44 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant usor de anticorp 04F08)
DIVMTQSQKFMSTSYGDRVSVTCKASQNYGTNVAWYQQKLGQSPKTLIYSASYRYSGVPDRFTGSGSGTDF

: TLTISNVQSEDLAEYFCQQYNSYPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID NR: 45 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant greu de anticorp 06C11):
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLNTYGMGYSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTI

SKDASNNRVFLKITSVDTADTATYYCAQRGYDDYWGYWGQGTLVTISA
SEQ ID NR: 46 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant usor de anticorp 06C11):
DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWFQQKPGQSPKALIY SASYRYSGVPDRFTGSGSGTDF

ILTISNVQSEDLAEYFCQQYNNYPLTFGAGTKLELK
SEQ ID NR: 47 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant greu de anticorp 08G01):
EVLLQQSGPEVVKPGASVKIPCKASGY TFTDYNMDWVKQSHGKSLEWIGEINPNNGGTFYNQKFKGKATLT

VDKSSSTAYMELRSLTSEDTAVYYCAREAITTVGAMDYWGQGTSVTVSS
SEQ ID NR: 48 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant usor de anticorp 08GO01):
DIQMTQSPASLSASYGETVTITCRASGNIHNYLAWYQQKQGKSPQLLVYNAKTLADGVPSRFSGSGSGTQY

SLKINSLQPEDFGSYYCQHFWSSPYTHFGGGTKLEIK
SEQ ID NR: 49 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant greu de anticorp 14F11):
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTYGMGVGWIRQPSGKGLEWLADIWWDDDKYYNPSLKSRLTI

SKDTSSNEVFLKIAIVDTADTATYYCARRGHYSAMDYWGQGTSVTVSS
SEQ ID NR: 50 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant usor de anticorp 14F11):
DIVMTQSQRFMSTSVGDRYSVTCKASQNVGTNVAWYQQKPGQSPKALIYSPSYRYSCYPDRFTGSGSGTDR

TLTISNVQSEDLAEYFCQQYNSYPHTFGGGTKLEMK
SEQ ID NR: 51 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant greu de anticorp 17B11):
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGYSWIRQPSGKGLEWLAHNDWDDDKRYKSSLKSRLTI

SKDTSRNQVFLKITSVDTADTATYYCARRVGGLEGYFDYWGQGTTLTVSS
SEQ ID NR: 52 (secventa de aminoacizi a domeniului variabil de lant usor de anticorp 17B11):
DIVLTQSPASLAVSI GQRATISCRASQSVSTSRFSYMHWFQQKPGQAPKLLIKYASNLESGVPARFSGSGS

GTDFTLNIHPVEGED TATYYCQHSWEIPYTFGGGTKLEIK
Exemple

Exemplele de Referinta 1 pana la 3 exemplifica un inhibitor de hGDF-15, care poate fi utilizat in
compozitiile, kiturile, metodele si utilizarile in conformitate cu inventia. Acest inhibitor de hGDF-15 este
un anticorp monoclonal care este cunoscut din WO 2014/049087:

Exemplul de Referinta 1: Generarea si caracterizarea anticorpului GDF-15 B1-23

Anticorpul B1-23 a fost generat intr-un soarece knock-out GDF-15. GDF-15 uman recombinant
(SEQ ID NR: 8) a fost utilizat ca imunogen.

Linia celulara de hibridom B1-23 care produce mAb-B1-23 a fost depusa de Julius-Maximilians-
Universitat Wiirzburg, Sanderring 2, 97070 Wiirzburg, Germania, la Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DMSZ) sub numarul de acces DSM ACC3142, in
conformitate cu Tratatul de la Budapesta.

Prin intermediul unui sistem cu banda de analiza disponibil din punct de vedere comercial, B1-
23 a fost identificat ca un izotip IgG2a (lant kappa). Folosind masuratorile de rezonantd plasmonicé de
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suprafatd, constanta de disociere (Kd) a fost determinatd dupd cum urmeaza: Legarea anticorpului
monoclonal anti-GDF-15 mAb-B1-23 anti-GDF-15 uman in conformitate cu inventia a fost masurata prin
utilizarea masuratorilor de rezonanta plasmonica de suprafata, folosind un sistem Biorad ProteOn XPR36
si cipuri cu senzori Biorad GLC: Pentru prepararea biosenzorilor, proteina GDF-15 umana maturd
recombinantd a fost imobilizatd pe celulele de flux 1 si 2. Pe o celuld de flux GDF-15 recombinant derivat
din celule de insecte transfectate cu Baculvirus (celule de insecte HighFive) si pe cealaltd proteina
recombinata derivatd din expresia in E. Coli a fost utilizata. Cipul senzorului GLC a fost activat folosind
Sulfo-NHS (N-Hidroxisulfosuccinimida) si EDC (clorhidrat de 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimidd) (Biorad ProteOn Amine Coupling Kit) in conformitate cu
recomandarile producétorului, suprafata senzorului a fost ulterior incarcata cu proteine pana la o densitate
de aproximativ 600RU (1 Ru = 1 pg mm). Grupirile de cuplare care nu au intrat in reactie fost apoi
stinse prin perfuzie cu etanolamind 1 M pH 8,5 si biosenzorul a fost echilibrat prin perfuzarea cipului cu
tampon de rulare (HEPES 10 M, NaCl 150 mM, EDTA 3,4 mM, Tween-20 0,005%, pH 7,4, la care s-a
facut referire ca HBS150). Ca si controale, au fost utilizate doud celule de flux, una goald fara proteina
cuplatd si una cuplatd cu un partener proteic nefiziologic (interleukina-5 umana), care a fost imobilizat
folosind aceleasi reactii chimice de cuplare si aceeasi densitate de cuplare. Pentru masurdtorile de
interactiune, mAb-B1-23 anti-GDF-15 uman a fost dizolvat in HBS150 si utilizat in sase concentratii
diferite ca analit (concentratie: 0,4, 0,8, 3, 12, 49 si 98 nM).

Analitul a fost perfuzat peste biosenzor folosind setarea parametrilo cinetici pentru o singura
lovitura, pentru a evita regenerarea intermitenta, toate masuratorile au fost efectuate la 25°C si folosind un
debit de 100 pl min.. Pentru procesarea efectului de suprafatd total, legarea nespecifici la matricea
senzorului a fost eliminata prin scaderea datelor SPR ale fluxului celular gol (celula de flux 3) din toate
celelalte date SPR. Senzograma rezultata a fost analizatd folosind software-ul ProteOn Manager versiunea
3.0. Pentru analiza cineticii de legare, o interactiune de tip Langmuir 1:1 a fost presupusd. Pentru
constanta vitezei de asociere, o valoare de 5,4+0,06x10° M's? (kon) si pentru constanta vitezei de
disociere o valoare de 4,3£0,03x10* s (Koff) ar putea fi determinate (valorile sunt pentru interactiunea
mADb-B1-23 anti-uman GDF-15 cu GDF-15 derivat din expresia celulelor de insecte). Constanta de
disociere de echilibru a fost calculatad folosind ecuatia Kp = Kosi/kon pentru a produce o valoare de
aproximativ 790 pM. Valorile de afinitate pentru interactiunea GDF-15 derivat din expresia E. coli si
mADb-B1-23 anti-uman GDF-15 difera cu mai putin de un factor de 2, constantele de viteza pentru GDF-
15 derivat din celule de insecte si E. coli deviazd cu aproximativ 45% si se incadreaza astfel in acuratetea
masuratorilor SPR si probabil ca nu reflecta o diferenta reald de afinitate.

in conditiile utilizate, mAb-B1-23 anti-GDF-15 uman nu prezinti nicio legare la interleukina-5
umana si astfel confirma specificitatea datelor de interactiune si mAb-B1-23 anti-GDF-15 uman.

Secventa de aminoacizi a GDF-15 uman recombinant (asa cum a fost exprimata in celule de
insecte transfectate cu Baculovirus) este:

GSARNGDHCP  LGPGRCCRLH  TVRASLEDLG  WADWVLSPRE WVQVTMCIGAC  PSOFRAANMH
ACHKTSLHRL KPDTVPAPCC VPASYNPMVL IGKTDTGYSL QTYDDLLAKD CHCI

(SEQID MR: 8)

Astfel, folosind masuratori de rezonanta plasmonica de suprafata, constanta de disociere (Kd) de
790 pM a fost determinata. Ca o comparatie: anticorpul Rituximab utilizat terapeutic prezintd o afinitate
in mod semnificativ mai scazuta (Kd = 8 nM).

A fost aratat anterior faptul ca mAb B1-23 inhiba proliferarea celulelor canceroase in vitro, si ca
mADb B1-23 inhiba cresterea tumorilor in vivo (WO 2014/049087).
Exemplul de Referintd 2: mAb B1-23 recunoaste un epitop conformational sau discontinuu al GDF-
15 uman

Cartografierea epitopilor: anticorp monoclonal de soarece GDF-15 impotriva peptidelor liniare
13mer derivate din GDF-15
Antigen: GDF-15:
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GSGSESGMPGRELR TVNGSAMLLVLLVLSWLPHGGALSLAZASRASFPGPSELHSEDSRFRELRKRYEDLL
TRLRANGSWEDSNTDLVPAPAVRILTPEVRLGSGGHLHLRISRAALPEGLPEASRLHRALFRLSPTASRSWDY
TRPLRROLSLARPQAPALHLRLSPPPSQSDALLAESSSARPQLELHLRPQAARGRRRARARNGDHCPLGPG
RCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVOVTMCIGACPSQFRAANMHACIKT SLHRLEPDTVPARPCCVPASY
NPMVLIQKTDTGVSLATYDDLLAKDCHCIGSGSGSE (322 amine acids with inker)(SEQ ID NR: 10)

Secventa de proteine a fost tradusa in peptide 13mer cu o schimbare a unui aminoacid. Capetele
terminale C- si N- au fost alungite cu un agent de interconectare GSGS neutru pentru a evita peptidele
trunchiate (litere aldine).

Peptide de control:

Marker: DYKDDDDKGG (SEQ ID NR: 13), 78 de puncte; HA: YPYDVPDYAG (SEQ ID

NR:14), 78 de puncte (fiecare copie de matrice)
Identificator de chip de peptida:

000264 _01 (10/90, agent de interconectare Ala2Asp)

Conditii de colorare:

Tampon standard: PBS, pH 7,4 + 0,05% Tween 20

Tampon de blocare: tampon de blocare Rockland MB-070

Tampon de incubare: tampon standard cu 10% tampon de blocare Rockland MB-070

Proba primara: Anticorp monoclonal de soarece GDF-15 (1 pg/ul): Colorare in tampon de incubare timp
de 16 ore la 4°C la o dilutie de 1:100 si agitare usoara la 500 rpm

Anticorp secundar: IgG de capra anti-soarece (H+L) IRDye680, colorare in tampon de incubare cu o
dilutie de 1:5000 timp de 30 de minute la temperatura camerei (RT)

Anticorpi de control: monoclonal anti-HA (12CAb5)-LL-Atto 680 (1:1000), monoclonal anti-FLAG(M2)-
FluoProbes752 (1:1000); colorare in tampon de incubare timp de 1 ord la RT

Scanner:

Sistemul de Imagistica Odyssey, LI-COR Biosciences
Setari: decalaj: 1 mm; rezolutie: 21 um; intensitate verde/rosu: 7/7
Rezultate:

Dupa 30 de minute de pre-umflare in tampon standard si 30 de minute in tampon de blocare,
matricea de peptide cu peptide liniare derivate din 10, 12 si 15mer B7H3 a fost incubata cu anticorp
secundar de capra anti-gsoarece IgG (H+L) IRDye680 doar la o dilutie. de 1:5000 timp de 1 ord la
temperatura camerei, pentru a analiza interactiunile de fond ale anticorpului secundar. PEPperCHIP-ul® a
fost spélat 2x1 min cu tampon standard, clatit cu apd distilata si uscata intr-un curent de aer. Citirea a fost
efectuatd cu Sistemul de Imagistica Odyssey la o rezolutie de 21 um si intensitati verde/rosu de 7/7: Am
observat o interactiune slabd a peptidelor bogate in arginina (ELHLRPQAARGRR (SEQ ID NR: 15),
LHLRPQAARGRRR (SEQ ID NR :16), HLRPQAARGRRRA (SEQ ID NR: 17), LRPQAARGRRRAR
(SEQ ID NR: 18), RPQAARGRRRARA (SEQ ID NR: 19), PQAARGRRRARAR (SEQ ID NR: 20) si
QAARGRRRARARN (SEQ ID NR: 21) care sunt cunoscuti ca agenti de legare frecventi si cu peptida de
bazda MHAQIKTSLHRLK (SEQ ID NR: 22) datorita interactiunilor ionice cu colorantul cu anticorp
incarcat.

Dupa pre-umflare timp de 10 minute in tampon standard, micromatricea de peptide a fost
incubata 1n timpul noptii la 4 °C cu anticorp monoclonal de soarece GDF-15 la o dilutie de 1:100.
Spalarea repetatd in tampon standard (2x1 minut) a fost urmata de incubare timp de 30 de minute cu
anticorpul secundar la o dilutie de 1:5000 la temperatura camerei. Dupa spalare de 2x10 secunde in
tampon standard si clatire scurtd cu apa distilatd, PEPperCHIP® a fost uscat intr-un curent de aer. Citirea a
fost efectuatd cu Sistemul de Imagistica Odyssey la o rezolutie de 21 pm si intensitati de verde/rosu de
7/7 inainte si dupa colorarea peptidelor de control cu anticorpi anti-HA si anti-FLAG(M2).

A fost prezentat faptul ca niciuna dintre peptidele liniare 13mer derivate din GDF-15 nu a
interactionat cu anticorpul monoclonal de soarece GDF-15 chiar si la intensitati suprareglate. Cu toate
acestea, colorarea peptidelor de control Flag si HA care incadreaza matricea a dat nastere la intensitati
punctiforme bune si omogene.

Rezumat:

Cartografierea epitopului anticorpului monoclonal GDF-15 de soarece impotriva GDF-15 nu a
evidentiat niciun epitop liniar cu peptidele 13mer derivate din antigen. in conformitate cu aceasti
descoperire, este foarte probabil ca anticorpul monoclonal de soarece GDF-15 sd recunoasca un epitop
conformational sau discontinuu, cu afinitate scazutd a epitopilor partiali. Datorita absentei evidente a
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oricirui semnal GDF-15 deasupra colorarii de fond doar a anticorpului secundar, cuantificarea
intensitatilor punctiforme cu dispozitivul de analizd PepSlide® si adnotarea ulterioard a peptidei au fost
omise.

Exemplul de referintd 3: Identificarea structurald a epitopilor ligandului peptidic prin excizia
epitopului prin spectrometria de masa si extractia epitopului

Epitopul GDF-15 uman recombinant care se leagd la anticorpul B1-23 a fost identificat prin
metoda de excizie a epitopului si metoda de extractie a epitopului (Suckau si colab. Proc Natl Acad Sci U
S A. 1990 decembrie; 87(24): 9848-9852.; R.Stefanescu si colab., Eur.J.Mass Spectrom. 13, 69-75
(2007)).

Pentru prepararea coloanei de anticorp, anticorpul B1-23 a fost addugat la sefaroza cuplata cu
acid 6-aminohexanoic activat cu NHS. Anticorpul B1-23 cuplat cu sefarozd a fost apoi incarcat intr-0
microcoloand de 0,8 ml si spalat cu tampoane de blocare si spalare.

Experiment de extractie a epitopului:

GDF-15 uman recombinant a fost digerat cu tripsina timp de 2 ore la 37°C (in solutie), avand ca
rezultat diferite peptide, in functie de zonele de scindare a tripsinei din proteina. Dupa digestie completa,
peptidele au fost incdrcate pe coloana de afinitate care contine anticorpul imobilizat B1-23. Peptidele
nelegate, precum si cele potential legate ale GDF-15 au fost utilizate pentru analiza spectrometriei de
masd. O identificare a peptidelor prin intermediul spectrometrie de masa nu a fost posibila. Acest fapt a
fost un indicator suplimentar al faptului ca regiunea de legare a GDF-15 din complexul imun B1-23
cuprinde un epitop discontinuu sau conformational. In cazul unui epitop liniar continuu, peptidele
digerate ar trebui sa lege partenerul lor de interactiune, cu exceptia cazului in care a existat o zona de
clivare a tripsinei in peptida epitopului. Un epitop discontinuu sau conformational ar putea fi confirmat
prin metoda de excizie a epitopului descrisa in partea urmatoare.

Experiment de excizie a epitopului:

Anticorpul imobilizat B1-23 pe coloana de afinitate a fost apoi incubat cu GDF-15 recombinant
timp de 2 ore.

Complexul imun format pe coloana de afinitate a fost apoi incubat cu tripsind timp de 2 ore la
37°C. Scindarea a avut ca rezultat diferite peptide derivate din GDF-15 recombinant. Anticorpul
imobilizat insusi este stabil din punct de vedere proteolitic. Peptidele rezultate ale proteinei GDF-15
digerate, care au fost protejate de anticorp si astfel protejate de scindare proteoliticd, au fost eluate in
conditii acide (TFA, pH2), colectate si identificate prin spectrometrie de masa.

Metoda de excizie a epitopului care foloseste identificarea MS/MS a avut ca rezultat urmatoarele
peptide:

Peptide Pozitie in /Masa | Ion/Incircare
succesiune

EVQVTMCIGACPSQFR (SEQ ID NR: 40-55 1769,91 | 590,50(3+)

25)

TDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI (SEQ |94-114 2310,96 | 771:33(3+)

ID NR: 26)

Partea GDF-15 umana, care leagd anticorpul B1-23, cuprinde un epitop discontinuu sau
conformational. Spectrometria de masi a identificat 2 peptide in proteina GDF-15, care sunt responsabile
pentru formarea complexului imun. Aceste peptide sunt restrictonate la pozitiile 40-55
(EVQVTMCIGACPSQFR) si 94-114 (TDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI) in secventa de aminoacizi de
GDF-15. Astfel, aceste doud peptide cuprind un epitop al proteinei GDF-15 care se leaga la anticorpul
B1-23.

Prezenta inventie este ilustratd prin urmatoarele exemple non-limitative:

Exemplul 1: La pacientii cu melanom uman care au primit un tratament anterior cu Ipilimumab
(un anticorp monoclonal anti-CTLA4) si nu au putut sii prezinte un raspuns complet, si care au
primit un tratament cu Pembrolizumab (un anticorp monoclonal anti-PD-1), nivelurile serice de
hGDF-15 se coreleazi cu raspunsul slab la tratament la un moment de timp de patru luni dupi
inceputul tratamentului cu pembrolizumab.

Prezentii inventatori si-au stabilit sa investigheze daca pacientii cu cancer care primesc agenti de
blocare a punctelor de control imunitare ar putea beneficia de o inhibare a hGDF-15. Pentru a testa
aceastd posibilitate, serurile de la pacienti cu melanom, care au primit un tratament anterior cu
Ipilimumab (un anticorp monoclonal anti-CTLA4) si care au primit un tratament cu Pembrolizumab (un
anticorp monoclonal anti-PD-1) intr-un studiu clinic, au fost analizate pentru nivelurile serice de hGDF-
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15. Pentru a investiga dacd hGDF-15 influenteaza raspunsul pacientilor la agentii de blocare punctelor de
control imune, nivelurile serice de hGDF-15 obtinute au fost apoi corelate cu raspunsurile pacientilor.
Serurile au fost prelevate de la pacienti anterior tratamentului cu Pembrolizumab.

Studiul si analizele ulterioare au fost efectuate dupa cum urmeaza:

Criterii de includere ale studiului clinic:

Pacientii eligibili au fost cu varsta de 18 ani sau mai mult si au prezentat melanom stadiul III sau
stadiul 1V nerezecabil confirmat histologic sau citologic, care nu poate fi supus terapiei locale; progresie
confirmata a bolii In 24 de sdptamani de la ultima doza de ipilimumab (minim doud doze, 3 mg/kg o data
la fiecare 3 sdptamani); terapie anterioara cu inhibitor BRAF sau MEK sau ambele (dacd este pozitiv la
mutant BRAFV600); rezolvarea sau imbunatatirea evenimentelor adverse asociate cu ipilimumab la
gradul 0-1 si dozéd de prednison 10 mg/zi sau mai putin, timp de cel putin 2 sdptdmani inainte de prima
doza din medicamentul de studiu; Stare de performantd a Grupului Oncologic al Cooperarii Estice
(ECOQG) 0 sau 1; boala masurabilad pe Criterii de Evaluare a Raspunsului In Tumorile Solide, versiunea
1.1 (RECIST vl1.1); si valori in cadrul intervalului prestabilit pentru numarul absolut de neutrofile (=1500
celule per ml), trombocite (=100 000 celule per ml), hemoglobina (>90 g/L), creatinina serica (<1,5 limita
superioard a normalului [ULN 1]), bilirubind totala serica (<1,5 LSN sau bilirubina directa < LSN pentru
pacientii cu concentratii totale de bilirubina >1,5 LSN), aspartat si alanin aminotransferaze (<25 LSN sau
<5 LSN pentru pacientii cu metastaze hepatice), raport international normalizat sau timpul de
protrombina (<1.5 LSN daca nu se utilizeaza anticoagulante) si timpul de tromboplastina partiala activata
(<1.5 LSN daca nu se utilizeaza anticoagulante). Pacientii au avut o perioada de eliminare de cel putin 4
saptamani intre ultima dozad a celei mai recente terapii si prima doza de pembrolizumab. Pacienti cu
metastaze cerebrale active cunoscute sau meningitd carcinomatoasa, boald autoimund activa, infectie
activa care necesita terapie sistemicd, antecedente cunoscute de infectie cu HIV, infectie activa cu virusul
hepatitei B sau virusul hepatitei C, antecedente de evenimente adverse de gradul 4 legate de ipilimumab
sau ipilimumab de gradul 3, evenimentele adverse asociate cu o duratd mai mare de 12 saptamani sau
tratamentul anterior cu orice alta terapie anti-PD-1 sau anti-PD-L1 au fost exclusi din studiu.
Tratamentul pacientilor:

Pacientii cu melanom uman care au indeplinit criteriile de includere definite mai sus au fost deja
tratati (cu doud exceptii) cu ipilimumab (un anticorp monoclonal anti-CTLA4) si nu au prezentat un
raspuns complet. Pembrolizumab (un anticorp monoclonal anti-PD-1) a fost administrat fie la 2 mg/kg
greutate corporala, fie la 10 mg/kg greutate corporald. Deoarece nu au fost observate diferente dependente
de doza intre cele doud grupuri de tratament, pacientii tratati au fost evaluati impreuna.

Criterii de raspuns:

Réspondentii si non-respondentii la tratament, precum si raspunsurile in curs au fost clasificate
utilizand criteriile de evaluare a raspunsului in tumorile solide, versiunea 1.1 (RECIST vl1.1) (Eisenhauer
si colab.: New response evaluation criteria in solid tumours: revised RECIST guideline (version 1.1). In:
Eur. J. Cancer. 45, No. 2, January 2009, pp 228-47).

Analiza nivelurilor serice de hGDFE-15 prin analiza imunosorbentului legat de enzime (ELISA):

Nivelurile serice de GDF-15 uman au fost masurate prin Analiza Imunosorbentului Legat de
Enzime (ELISA).

Tampoane si reactivi:

Solutie de blocare tamponata: 1% BSA (fractie V pH 7,0, PAA) in PBS

Solutie de spalare: PBS-Tween (0,05%)

Standard: GDF-15 uman (concentratie stoc 120 pg/ml, de la R&D Systems)

Anticorp de captare: MAb de GDF-15 uman (Clona 147627) de la R&D Systems, [gG2B de soarece
(catalog #MAB957, de 1a R&D Systems, concentratie stoc 360 pg/ml)

Anticorp de detectare: PAb purificat cu afinitate biotinilatd de GDF-15 uman, IgG de caprad (catalog
#BAF940, de la R&D Systems, concentratie stoc 9 pl/ml)

Streptavidind-HRP (Catalog #DY998, de la R&D Systems)

Solutie de substrat: 10 ml 0,1 M NaOAc pH6,0 + 100 pl TMB + 2 pl H20,

Solutie de oprire: 1 M H,ASA DE,4

Procedura de analiza:

1. Pregatirea placii:

A. Anticorpul de captare a fost diluat la concentratie de lucru de 2 pg/ml in PBS. O microplaca cu 96 de
godeuri (Nunc maxisorp®) a fost imediat acoperit cu 50 pl per godeu de anticorp de captare diluat,
excluzand randurile exterioare (A si H). Randurile A si H au fost umplute cu tampon pentru a preveni
evaporarea probelor in timpul experimentului. Placa a fost batutd usor pentru a se asigura ca fundul



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3355919 T2 2023.02.28
26

fiecarei godeuri a fost acoperit bine. Placa a fost pusa intr-o camera umeda si incubata in timpul noptii la
temperatura camerei (RT).

b. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).

C. 150 pl de solutie de blocare au fost addugati in fiecare godeu, urmat de incubare la temperatura camerei
timp de 1 ora.

d. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).

2. Procedura de analiza:

a. Standarde au fost preparate. GDF-15 a fost diluat in solutie de blocare tamponati la o concentratie
finala de 1 ng/ml (4,17 ul GDF + 496 pl solutic de blocare tamponata). Dilutii in serie 1:2 au fost
realizate.

b. Probe duplicate 1:20 (6 ul + 114 pl solutic tampon de blocare) au fost preparate.
. 50 pl de probe sau standarde diluate au fost adaugati per godeu, urmat de incubare timp de 1 ord la
temperatura camerei.

1 2 3 |4/5 |6 |78 |9 |10 |11 |12

A 0 0 0 |00 0 o0 |0 |0 |0 0

B |s1 s2 s12
C |s1 s2 s12
D [s13 |s14 | .. s24
E [s13 |s14 | .. s24
F |Di lu tie St |an |da |Rd

G se |rie

HoO 0 0 |00 |O 00 |0 |0 0 |O

a. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).

b. Anticorpul de detectare a fost diluat la o concentratie finala de 50 ng/ml (56 pl + 10 ml tampon de
blocare). 50 pl de anticorp de detectare diluat au fost adaugati in fiecare godeu, urmat de incubare timp de
1 ora la temperatura camerei.

c. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).

d. Streptavidina-HRP a fost diluata 1:200 (50 pl + 10 ml tampon de blocare). 50 puL din dilutia de lucru
de Streptavidind-HRP au fost adaugati, urmat de incubare timp de 20 de minute la RT.

e. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).

f. Solutia de substrat a fost preparatd. 50 pL de solutie de substrat au fost adaugati in fiecare godeu, urmat
de incubare timp de 20 de minute la RT.

0. 50 pL de solutie de oprire au fost adaugati la fiecare godeu

h. Densitatea optica a fiecarui godeu a fost determinata imediat, utilizdnd un cititor de microplaca setat la
450 nm.

3. Calculul titrului seric de GDF-15:

a. Fiecare proba/dilutie standard de GDF-15 a fost aplicata in duplicat. Pentru a determina titrul de GDF-
15, media duplicatelor a fost calculata si fundalul (proba fara GDF-15) a fost scazut.

b. Pentru a crea o curba standard, valorile din intervalul liniar au fost reprezentate grafic pe o diagrama X-
Y (axa X: concentratia GDF-15, axa Y: OD450) si o potrivire a curbei liniare a fost aplicata. Titrul seric
de GDF-15 al probelor de testat a fost calculat prin interpolarea valorilor OD450 ale dilutiilor standard cu
concentratie cunoscuta.

c. Pentru a calcula concentratia finala de GDF-15 a probelor, factorul de dilutie distinct a fost luat in
considerare. Probele care au dus obtinerea de valori OD sub sau peste intervalul standard au fost
reanalizate la dilutii corespunzatoare.

Comparatia nivelurilor serice de hGDF-15 cu datele pacientului:

In continuare, nivelurile serice de hGDF-15 masurate au fost comparate cu datele de raspuns ale
pacientului obtinute din studiu.

Figura 1 prezintd nivelurile serice de GDF-15 pentru respondenti si non-respondenti la regimul
de tratament. Asa cum se poate observa din Figura, majoritatea non-respondentilor prezinta niveluri serice
de GDF-15 mai mari decét toti respondentii.

Acest rezultat este reflectat de asemenea in Figura 2, care prezinta numerele de respondenti si
non-respondenti la pacientii care prezinta niveluri serice de hGDF-15 <1,8 ng/ml, 1,8-4,2 ng/ml si,
respectiv, >4,2 ng/ml.
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Aceste descoperiri au sugerat faptul ca nivelurile ridicate de GDF-15 sunt asociate cu un raspuns
slab la tratament. Prin urmare, aceste descoperiri au fost testate pentru semnificatia lor statistica:
Corelatia statistica a nivelurilor serice de hGDF-15 cu datele pacientului:

Date:

Analiza datelor s-a bazat pe un fisier de date care contine date din probe de la 35 de pacienti care
contin coloanele (variabile) Denumirea probei, GDF-15 (ng/ml), raspondent/non-respondent, zile (pana la
deces sau cenzurare) si In viatd (un indice variabil pentru viata in curs). Clasificarea repondent/non-
respondent a acestor date a fost facutd la un moment de timp de patru luni dupa Inceperea tratamentului
cu pembrolizumab. Din moment ce anumite probe de ser au fost obtinute doar cu putin timp inainte de
analiza, raspunsul a putut fi evaluat doar la 29 de pacienti. Un respondent partial (reducere > 30% in
dimensiunea tumorii) a fost evaluat ca respondent. Pentru determinarea LDH au trebuit sa fie excluse 4
probe din cauza hemolizei.

Variabile de rezultat (puncte finale):

a. Supravietuirea generald (timpul pana la moarte). Acest efect este compus din indicatorul de eveniment
pentru deces (1 = mort/0 = 1n viatd), care a fost derivat din fisierul de date si timpul pana la moarte sau
cenzurare (ultima datad cand pacientul a fost cunoscut cé este in viata), corespunzator variabilei ,,zile”.

b. Réspunsul la tratament, de exemplu, dacid un pacient a fost un respondent sau nu (codat ca
1=respondent, 0=non-respondent). Raspunsurile partiale au fost considerate respondenti.

Zile Rispuns
Denumirea GDF- respondent/ E,f Ar_lt_erior in curs
probei 15 LDHI[U/I] ' non- anti Ipilimumab

(ng/ml) respondent PD- treatment

1
HG12.950 (2,010 |398 NR 72 X
HG13.1002 |0,479 | 340 R 538 X
HG13.1012 |12,010 |3734 NR 71 |x
HG13.1067 |9,173 |591 NR 83 |x
HG13.1069 |4,635 2419 NR 53 |x
HG13.1099 1,285 |370 R 693 |x X
HG13.1202 |1,641 480 R 575 |x
HG13.1341 (4,595 {1930 NR 15 |x
HG13.1377 |0,539 388 R 269 |x
HG13.1419 (0,914 |317 R 617 X
HG13.1432 {1,195 |269 R 611 |x X
HG13.1458 (0,433 453 R 605 |x X
HG13.1557 (4,045 |564 R 293 |x
HG13.1587 |0,345 |371 R 186 |x
HG13.1663 (1,320 |hemolitic (R 176 |x
HG13.516 (0,641 |342 R 264 |x
HG13.578 (2,841 1143 R 266 |x
HG13.596 1,085 |hemolitic |R 772 X X
HG13.757 3,310 |hemolitic |NR 117 |x
HG13.811 (4,029 |763 R 596 |x X
HG14.1080 5,979 1359 NR 43 X

HG14.1108 (0,979 |555 R 206 |x X
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Zile Réspuns
Denumirea GDF- respondent/ Id; Arjt_erior in curs
probei 15 LDH[U/I] |non- anti Ipilimumab

(ng/ml) respondent PD- treatment

1
HG14.1147 (2,084 |227 R 154 |x X
HG14.1159 {2,150 |333 R 227 |X X
HG14.161 0,889 343 108 |x X
HG14.557 (2,014 |368 R 317 |x X
HG14.707 (2,783 |442 NR 71 |x
HG14.853 0,846 343 NR 71 |x
HG14.885 0,874 |hemolitic |PR 63 |x
HG15.299 (0,412 (354 86 |x X
HG15.47 1,465 |475 80 |x X
HG15.49 (3,912 |631 93 |x X
HG15.546 (0,358 |hemolytic 23 X X
HG15.560 (2,389 |768 21 |x X
HG15.59 (8,122 |588 NR 23 X

Analiza datelor:

Supravietuirea generala a fost analizatd prin modelele de supravietuire cu risc proportional Cox.
Un model a fost echipat cu GDF-15 (ng/ml) ca factor predictiv continuu si un alt model cu o variabila de
grupare pe baza de GDF-15 ca factor predictiv categoric (grupurile au fost: <1,8 ng/ml, 1,8-4,2 ng/ml,
>4,2 ng/ml de GDF-15). in total, date de supravietuire au fost disponibile de la 35 de pacienti.

Réspunsul la tratament (variabild binara) a fost analizat prin Modele Liniare Generalizate (GLM)
cu distributie binomiala a erorilor si functiei logit link (regresie logistica). Pentru raspunsul la tratament,
asa cum a fost evaluat prin criteriile RECIST1.1, dupa 4 luni, un model a fost echipat cu GDF-15 (ng/ml)
ca factor predictiv continuu. Deoarece niciun pacient nu a raspuns in grupul cu GDF-15 > 4,2 ng/ml,
raportul de sanse estimat pentru acest grup fatd de grupul cu GDF-15 <1,8 ng/ml ar fi foarte mare, cu un
interval de incredere foarte larg. In loc de potrivirea unui alt model cu variabila de grupare bazati pe
GDF-15 ca factor predictiv categoric, un test chi-patrat (x2) a fost folosit pentru a compara grupurile
(testdnd egalitatea proportiei de respondenti). Deoarece numarul de respondenti/non-respondenti a fost
Pacientii care au primit anti PD-1 doar in ultimele 4 luni nu au putut fi inca clasificati ca respondenti sau
non-respondenti. Prin urmare, doar 29 de pacienti au putut fi evaluati pentru raspunsul la terapie.

Analiza datelor a fost realizata folosind pachetul software statistic R (R Core Team, 2014,
versiunea 3.1.0).

Rezultate:

Tabelele 1-2 prezintd rezultatele modelelor cu GDF-15 ca factor predictiv continuu. Riscul de
deces a crescut in mod semnificativ pentru concentratii mai mari de GDF-15 (HR > 1, Tabelul 1), in timp
ce probabilitatea de raspuns la tratament a scazut in mod semnificativ, agsa cum a fost indicat de raportul
de sanse (OR) (OR < 1, Tabelul 2). Figura 3 prezintd datele corespunzatoare despre respondenti/non-
respondenti, precum si probabilitatea de raspuns la tratament prezisa de model.

Tabelul 3 prezinta rezultatul modelului de riscuri proportionale Cox cu grupul bazat pe GDF-15
ca factor predictiv categoric. Grupul cu GDF-15 <1,8 ng/ml este utilizat ca grup de referintd (nu este
prezentat in Tabel). Cele doua rapoarte de risc din Tabelul 3 reprezintd comparatia grupului cu GDF-15
intre 1,8 si 4,2 si a grupului cu GDF-15 >4,2 cu grupul de referinta. Riscul de deces este crescut in ambele
grupuri (comparativ cu grupul de referintd), dar intr-un grad mai mare in grupul cu GDF-15 >4,2. Figura
4 prezinta curbele Kaplan-Meier pentru supravietuire in cele trei grupuri.

Proportia respondentilor a diferit in mod semnificativ intre grupuri (respondent 1: x2s->= 16,04,
P = 0,0003). Acest rezultat a fost confirmat de rezultatele testului exact al lui Fisher (P=0,0003).
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Numerele de decese si de respondenti per grup sunt prezentate in Tabelul 4. Mai mult, Tabelul 5 prezinta
céteva statistici descriptive ale GDF-15 pentru fiecare grup.
Tabelul 1:

HR 95% CI z p
GDF-15 1,27 [1,10, 1,47] 3,27 0,00109

Tabelul 1 prezinta estimarile Raportului de Risc (HR) din modelul de riscuri proportionale Cox
cu supravietuirea generald (timpul pana la deces) ca variabila de rezultat si GDF-15 ca factor predictiv
continuu. Analiza a inclus probe de la 35 de pacienti.

Tabelul 2:
Estimare (OR) |95% ClI z p
(Interceptie) |25,281 [4,219, 364,950] 2,94 |0,00324
GDF-15 0,389 [0,159, 0,698] -2,54 10,01120

Tabelul 2 prezinta estimarile raportului de sanse (OR) din Modelul Liniar Generalizat cu
raspunsul la tratament (respondentul 1) ca variabila de rezultat si GDF-15 ca factor predictiv continuu.
Analiza a inclus probe de la 29 de pacienti.

Tabelul 3:
HR 95% ClI z p
Grup de GDF-15- (1,8,4,2] |1,54 |[0,48,4,92] 0,73 |0,466
Grup GDF-15- (4,2, 13] 21,52 |[5,20, 89,06] 4,24 |<0,001

Tabelul 3 prezinta estimarile Raportului de Sanse (HR) din modelul de riscuri proportionale Cox
cu supravietuirea generala (timpul pana la deces) ca variabila de rezultat si grupul bazat pe GDF-15 ca
factor predictiv categoric. Analiza a inclus probe de la 35 de pacienti.

Tabelul 4:
Variabild |Niveluri N8 |%j0.1.8 Nss2 | Y842] |N@213] |%@.2,13] | Nall | Yo
Deces 0 11 61,1 |6 54,5 0 0.0 17 148.6
1 7 38,9 |5 45,5 6 100.0 |18 (51,4
toate 18 100,0 |11 100,0 |6 100,0 |35 |100,0
Respondent |0 1 7,1 3 33,3 6 100,0 |10 (34,5
1
1 13 929 |6 66,7 0 0,0 19 |65,5
toate 14 100,0 |9 100,0 |6 100,0 |29 |100,0

Tabelul 4 prezintd numéarul de decese si de respondenti (respondent 1) in cele trei grupuri
definite de GDF-15 (<1,8, 1,8 - 4,2, >4,2 ng/ml).
Tabelul 5:

Variabila Niveluri n X X S Min | Max

GDF-15 [0,1,8] 18 |09 |09 |04 |03 1,6
(1,8,4,2] 11 |28 (29 08 |20 |40
(4,2,13] 6 |71 |74 |29 |46 12,0
toate 3% |16 |26 (2,7 |03 12,0

Tabelul 5: Variabila de factorului predictiv continuu GDF-15 (ng/ml) in cele trei grupuri
definite de GDF-15 (<1,8, 1,8-4,2, >4,2 ng/ml). Numarul de pacienti (n), mediana (x), media (X), deviatia
standard (s), minimul (Min) si maximul (Max) sunt prezentate.
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In continuare, pentru a compara rezultatele statistice obtinute pentru nivelurile de GDF-15,
analize statistice au fost de asemenea, realizate pentru nivelurile unui factor de prognostic cunoscut de
lactat dehidrogenaza (LDH) din serul pacientului:
Lactat dehidrogenaza este consideratda a fi un marker relevant din punct de vedere prognostic pentru
tumorile solide. Acesta a fost confirmat recent de 0 meta-analiza cuprinzatoare bazatd pe un grup mare de
studii clinice (31.857 de pacienti). Un efect consistent al unui LDH crescut asupra OS (HR = 1,48, 95%ClI
= 1,43 panai la 1,53) a fost gasit in toate subgrupurile si etapele de boala. In plus, a existat o tendinta citre
o valoare prognosticd mai puternicd a LDH in boala metastatica in comparatie cu boala non-metastatica,
care a fost considerata ca reflecta o sarcind mai mare a tumorii.

In timp ce mecanismul exact rimane necunoscut si poate fi, de asemenea, asociat cu hipoxia si
reprogramarea metabolica prin intermediul unui efect Warburg, LDH poate fi interpretat ca reflectdnd o
sarcind mare a tumorii sau agresivitatea tumorii (Zhang, J., Yao, Y.-H., Li, B.-G., Yang, Q., Zhang, P.-Y.
si Wang, H.-T. (2015). Valoarea prognostica a nivelului de lactat dehidrogenaza seric de pre-tratament la
pacientii cu tumori solide: o revizuire sistematicd si meta-analiza. Scientific Reports 5, 9800). Din
moment ce nivelurile serice de LDH au fost incorporate in schema de stadializare pentru melanom, acest
parametru este masurat in mod obisnuit in timpul diagnosticului clinic de catre laboratorul de referinta
universitar.

Tabelul 6:
GDF-15 (ng/ml) LDH (U/)
Respondent |non- Respondent | non-
(n=19) respondent | (n=9) respondent
(n=10) (n=16)
Mediana 1,2 4.6 371 591
Medie 1,7 5,6 455 1312
Deviatie |1,2 3,6 218 1108
Standard
Test t (2-0,012 0,061
fete, tip 3)

Tabelul 6: GDF-15 si LDH la respondenti fata de non-respondenti

Determinarea LDH a esuat in 4 probe de sange din cauza hemolizei.

Tabelul 7 este analog cu Tabelul 2, cu exceptia faptului ca LDH a fost utilizat ca factor predictiv
continuu al raspunsului la tratament (respondent 1) in loc de GDF-15. Probabilitatea de raspuns la
tratament a scazut in mod semnificativ semnificativ marginal cu valorile 1n crestere de LDH (OR < 1, p <
0,1). Figura 5 prezinta datele corespunzitoare asupra respondentilor/non-respondentilor, precum si
probabilitatea de raspuns la tratament prezisa de model.

Pentru a determina dacd GDF-15 este cel mai bun factor predictiv al raspunsului la tratament
(respondent 1) decat LDH, doua modele aditionale au fost montate: un model care contine ambii markeri
ca factor predictivi (care include in mod automat doar pacientii cu masuratori asupra ambilor markeri) si
un model cu GDF-15 ca singur factor predictiv, dar folosind de asemenea, doar pacientii cu o masurare a
LDH. Apoi, criteriul de informare al lui Akaike (AIC) a fost calculat pentru toate cele trei modele
(Tabelul 8). Un AIC mai mic indica un model mai eficient. De fapt, AIC al modelului cu GDF-15 a fost
mai mic decat AIC al modelului cu LDH ca factor predictiv. Modelul cu GDF-15 prezinta doar un AIC
mai mic decat modelul cu ambii factori predictivi, indicand faptul cd LDH ca factor predictiv aditional nu
imbunatateste modelul. Desigur, modelul cu ambii factori predictivi nu poate explica raspunsul la
tratament mai rau, dar ca masuratoare a ,eficientei modelului”, AIC penalizeaza modelele cu factori
predictivi care nu Imbunatitesc modelul in mod considerabil si favorizeazd modelele mai simple. O
comparatie de model alternativ a fost realizata prin analiza deviantei (asemanator cu analiza variantei, dar
pentru modele liniare generalizate), adicd, comparand diferenta in devianta explicata intre un model mai
complex cu ambii factori predictivi si ambele modele mai simple cu doar un singur model din factorii
predictivi (corespunzator unei reduceri a modelului, fie cu LDH, fie cu GDF-15). Eliminarea GDF-15 din
modelul mai complex a dus la o reducere semnificativd in devianta explicata (P = 0,02), In timp ce
eliminarea LDH nu a realizat acest fapt (P = 0,41).



10

15

20

25

30

35

40

45

MD/EP 3355919 T2 2023.02.28

31
Tabelul 7:
Estimare (OR) |95% ClI z p
(Interceptie) |9,741 [2,055, 89,308] (2,44 |0,0146
LDH 0,997 [0,994, 0,999] -1,79 10,0727

Tabelul 7: Estimdrile raportului de sanse (OR) din Modelul Liniar Generalizat cu raspuns la
tratament (respondent 1, asa cum a fost definit in fisierul A) ca variabila de rezultat si LDH ca factor
predictiv continuu. Analiza a inclus probe de la 25 de pacienti.

Tabelul 8:
df AlIC
Model cu LDH si GDF-15 3, 00 25,10
Model doar cu LDH 2,00 28,55
Modelul doar cu GDF-15 2,00 23,77

Tabelul 8: Compararea de model pe baza criteriului de informare al lui Akaike (AIC) al carui
valori mai mici indica un model mai eficient. df: grade de libertate. Toate modelele au inclus probe de la
25 de pacienti.

Figura 5A prezintd probabilitatea de raspuns la tratament (respondent 1) asa cum a fost prezisa
de modelul Modelului Liniar Generalizat folosind LDH ca factor predictiv continuu. Cercurile prezintad
datele, curba prezinta modelul. Linia verticald indica concentratia de LDH unde probabilitatea de raspuns
la tratament este de 0,5. Cohorta de pacienti a fost identicd. Totusi, determinarea fiabila a nivelurilor de
LDH a esuat la patru pacienti din cauza hemolizei.

Figura 5B prezintd o reprezentare grafica a respondentilor si a non-respondentilor si a nivelurilor
lor respective de hGDF-15 si LDH. Atunci cand valorile limitd sunt selectate pentru a acoperi toti
respondentii, testarea bazata pe GDF-15 permite identificarea a 6 (din 9) non-respondenti, in timp ce
analizele bazate pe nivelurile de LDH pot identifica doar 4 (din 9) non-respondenti. Pentru testarea LDH,
4 probe hemolitice au trebuit sa fie excluse, ceea ce cauzeaza pierderea datelor.

Rezumat:

Luate impreund, rezultatele statistice de mai sus din Exemplul 1 au prezentat faptul ca
probabilitatea unui raspuns la tratament scade in mod semnificativ cu nivelurile in crestere de hGDF-15 in
serurile pacientului. De exemplu, raportul de sanse de 0,389 prezentat in Tabelul 2 indicé faptul ca, dacd
nivelurile serice de hGDF-15 sunt crescute cu 1 ng/ml, probabilitatea unui raspuns la tratament scade la
valoarea de 0,389 ori a valorii initiale, adicd, scade cu aproximativ 60%. Daca nivelurile serice de hGDF -
15 sunt crescute cu 2 ng/ml, probabilitatea unui raspuns la tratament scade la valoarea de 0,389x0,389 ori
= 0,151 ori din valoarea initiald, adica scade cu aproximativ 85%.

Rezultatele Exemplului 1 sugereaza faptul ca hGDF-15 actioneaza pentru a afecta in mod
negativ raspunsurile pacientilor la tratamentul cu agenti de blocare a punctelor de control imunitare.
Astfel, in conformitate cu inventia, un inhibitor al hGDF-15 va fi util pentru a inhiba efectele negative ale
hGDF-15 asupra raspunsurilor pacientilor la tratamentul cu agenti de blocare a punctelor de control
imunitare si pentru a Tmbunatati raspunsurile pacientilor la tratamentul cu agenti de blocare punctelor de
control imunitare nu numai in melanom, dar la toate cancerele solide la care s-a facut referire aici.

Exemplul 2: Nivelurile de GDF-15 se coreleaza invers cu limfocitele de infiltrare tumorale
CD8* (TIL-uri) in metastazele diferitelor entitati tumorale.

Pentru a identifica un mecanism al hGDF-15 care contribuie la efectul negativ al hGDF-15
asupra raspunsurilor pacientilor, metastazele cerebrale din diferite tumori solide au fost analizate pentru
expresia hGDF-15 si pentru prezenta de celule ale sistemului imunitar:

Specimenul de tesut si procesarea tesutului:

Tesut fixat In formalina si incorporat in parafind (FFPE) din metastazele cerebrale arhivate a fost
analizat, care a fost colectat si procesat ca micromatrici de tesut (TMA-uri). Toate specimenele au fost
obtinute fie de la banca de tumori UCT (Universitatea Goethe, Frankfurt pe Main, Germania, membru al
Consortiului German pentru Cancer (DKTK), Heidelberg, Germania si Centrul German de Cercetare a
Cancerului (DKFZ), Heidelberg, Germania), fie de la registrul cancerului din banca de tumori "Blut-und
Gewebebank zur Erforschung des malignen Melanoms" (Departamentul de Dermato-oncolgie, Spitalul
Universitar Tiibingen, Germania). Aprobarea pentru acest studiu a fost acordatd de doud comitete etice
independente (Comitetul de eticda UCT Frankfurt / Universitatea Goethe Frankfurt am Main, Germania:
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numere de proiect: GS 4/09; SNO_01-12; comitet de eticd Universitatea din Tiibingen numarul de
proiect: 408/2013B02) in total, 190 de pacienti cu metastaze cerebrale au fost investigati, incluzand:
melanom (n=98), NSCLC (n=33), carcinom mamar (n=18), RCC (n=10), SCLC (n=7), carcinom
colorectal (n=7), carcinoame care nu au fost altfel specificate (carcinom NOS n=11) si specimene de
tumori rare rezumate ca si altele (n=6). Datele de supravietuire de la 155 pacienti (timp de supravietuire
dupa rezectia tumorii) au fost colectate, in plus numéarul de metastaze cerebrale la 169 de pacienti si
dimensiunea metastazelor cerebrale intr-un subcohorta de 55 de pacienti cu melanom a fost analizat.
Imunohistochimie:

Imunohistochimia pentru toti anticorpii a fost efectuatd folosind lame de 3 pm grosime si
protocoale standard pe sistemul automat de colorare IHC Discovery XT (Roche/Ventana, Tucson,
Arizona, SUA). Urmatorii anticorpi au fost utilizati: anti GDF-15 (HPAO011191, dilutie 1:50, Sigma/Atlas,
protocol #730), CD3 (clona A0452, dilutie 1:500, DAKO, Glostrup, Danemarca), CD8 (clona C8/144B,
dilutie 1:100, DAKO, Glostrup, Danemarca), PD-1 (clona NAT105; dilutie 1:50; Abcam, Cambridge,
Marea Britanie), PD-L1 (E1L3N; dilutie 1:200; Cell Signaling, Boston, S.U.A.), FOXP3 (clona 236A/E7;
dilutie 1:100; eBioscience, San Diego, U.S.A.). Lamele au fost contra-colorate cu hematoxilind si
montate.

Analize statistice:

Toate probele au fost scorate in conformitate cu frecventa celulelor pozitive legate de toate
celulele (ca procent) pe nucleul TMA colorat. Pentru expresia hGDF-15, un scor asa cum a fost descris
anterior in detaliu [21,22] a fost utilizat: frecventd 0 - 1% scor 0; 1 - 10% scor 1; 10 - 25% scor 2; 25 -
50% scor 3; >50% scor 4; in plus, scorul de frecventd a fost multiplicat cu intensitatea colorarii (1
colorare slabd, 2 colorare moderatd, 3 colorare puternicd), in final avand ca rezultat scorul hGDF-15
scalat ordinal (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 12). Variabilele scalate ordinale au fost comparate cu testul non-
parametric Wilcoxon/Kruskal-Wallis si metoda lui Dunn pentru a corecta analizele multiple. Pentru
variabilele continue, mediile au fost comparate intre diferite entitdti cu metastaze cerebrale folosind
ANOVA, urmata de Testul post-hoc Tukey-Kramer HSD. Pentru analizele de corelare a dimensiunii
metastazelor cerebrale si a expresiei markerului, o potrivire liniard a fost efectuata, urmatd de ANOVA, in
cazul variabilelor scalate ordinale, analiza de corelatie tho Spearman a fost utilizatd. Un nivel de
semnificatie de p<0,05 a fost stabilit pentru toate analizele statistice.

Toate analizele statistice au fost efectuate folosind JIMP8 si JMP11 (SAS, Cary, U.S.A.), grafice
aditionale au fost create cu Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, U.S.A.).

Rezultate:

Figura 6 prezinta sectiuni de tesut exemplificative din metastazele cerebrale de melanom care nu
prezintd imunoreactivitate GDF-15 (panoul superior) sau imunoreactivitate GDF-15 ridicatd (panoul
inferior), care au fost colorate prin imunohistochimie pentru GDF-15 si, respectiv, pentru proteinele
marker de celule T CD3 si, respectiv, CDS8, asa cum a fost indicat in Figurd. In sectiunea fara expresie
GDF-15, numeroasele celule imune de infiltrare sunt vizute ca pete intunecate. in imaginea care prezinta
metastazele care exprima niveluri ridicate de GDF-15, celulele imune care se infiltreaza rare sunt descrise
prin sageti (celulele CD3 si CDS pozitive sunt indicate prin sigeti). Asa cum se poate observa din Figura,
s-a descoperit in mod surprinzator faptul ca in sectiunea de tesut cu imunoreactivitate hGDF-15 ridicata
(panoul inferior), numarul de celule CD3* si CD8" a fost puternic redus in comparatie cu sectiunea de
tesut fara imunoreactivitate hGDF-15 (panoul superior). De notat, alti markeri colorati, cum ar fi PD-L1,
PD-1 au prezentat toti o corelatie pozitiva cu numarul de celule T CD3"* si CDS8* care se infiltreaza in
tumora.

Prin urmare, s-a analizat in continuare daca exista o corelatie inversa intre nivelurile de hGDF-
15 si procentul de celule T CD3* in diferite metastaze cerebrale de melanom. Figura 7A prezintd un grafic
al procentului de celule CD3* fata de scorul GDF-15 (obtinut asa cum a fost descris mai sus in sectiunea
»analize statistice”). Asa cum a fost indicat in Figura 7A, a existat o corelatie inversd semnificativa din
punct de vedere statistic intre procentul de celule CD3* si scorul GDF-15 (p=0,0015).

in mod asemanitor, s-a analizat de asemenea, daci existd o corelatie inversa intre nivelurile de
hGDF-15 si procentul de celule T CD8* in diferite metastaze cerebrale de melanom. Figura 7B prezinta
un grafic al procentului de celule CD8* fata de scorul GDF-15 (obtinut agsa cum a fost descris mai sus in
sectiunea ,analize statistice”). Asa cum a fost indicat In Figura 7B, a existat o corelatie inversa
semnificativa din punct de vedere statistic intre procentul de celule CD8* si scorul GDF-15 (p=0,0038).

Corelarea GDF-15 cu FOXP3, in schimb, nu a oferit niciun rezultat semnificativ din punct de
vedere statistic in conformitate cu coeficientul de corelare a rangului (rho) Spearman (p = 0,8495 in
diferite entitati tumorale; p = 0,2455 atunci cand se evalueaza doar metastazele de melanom).

In final, s-a analizat de asemenea, daci existi o corelatie inversi intre nivelurile de hGDF-15 si
procentele de celule T CD8* si CD3" din metastazele cerebrale din diferite entitdti tumorale. Figura 8
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prezintd un grafic al scorului GDF-15 in raport cu procentul de celule T CD8 si, respectiv, CD3", in 168
(pentru CD3) sau, respectiv, 169 (pentru CD8) metastaze cerebrale din diferite entitati tumorale
(melanom, CRC, RCC, cancer de sdn, NSCLC si SCLC). Graficul a fost obtinut asa cum a fost descris
mai sus in sectiunea ,,analize statistice”. Asa cum a fost indicat in Figura 8, a existat o corelatie inversa
semnificativa din punct de vedere statistic intre procentul de celule CD8" si scorul GDF-15 (p=0,0311),
precum si o corelatie inversa semnificativa din punct de vedere statistic intre procentul de celule CD3" si
scorul GDF-15 (p=0,0093). Alti markeri (PD-L1, PD-1, FOXP3) au aratat din nou corelatii pozitive cu
infiltrarea celulelor T CD3 si CDS.

Rezumat:

Rezultatele de mai sus prezintd faptul cd nu existd doar o corelatie inversi a hGDF-15 cu
procentul de celule T care exprimd proteina marker generald a celulelor T CD3 in metastaze, dar de
asemenea, o corelatie inversd cu procentul de limfocite T CD8* in metastaze. Acest aspect este de
remarcat, deoarece prezenta limfocitelor T CD8" a fost prezentatd anterior ca este necesard in mod
specific pentru regresia tumorii dupa inhibarea punctului de control imunitar cu un anticorp anti-PD-1
(Tumeh i colab., Nature. 27 noiembrie 2014; 515(7528):568-71.).

Astfel, in conformitate cu inventia, inhibarea terapeuticda a hGDF-15 poate fi utilizatd pentru a
creste procentul de limfocitele T CD8* in tumorile solide, incluzdnd metastazele tumorale. Aceastd
crestere a limfocitelor T CD8* in tumorile solide poate fi utilizata pentru terapia tumorilor solide. Dintr-un
punct de vedere non-limitativ conform inventiei, o combinatie terapeutica in special favorabild este
combinatia unui inhibitor de hGDF-15 cu un agent de blocare a punctului de control imunitar. Un efect
avantajos al acestei combinatii este faptul cd inhibarea hGDF-15 va creste procentul de limfocite T
CD8" in tumorile solide si, astfel, duce a un efect terapeutic sinergic cu inhibarea punctului de control
imunitar. Inventia poate fi astfel aplicata tuturor tumorilor solide la care s-a facut referire in realizarile
preferate.

Exemplul 3: GDF-15 scade aderenta celulelor T la celulele endoteliale.

Inventatorii au inceput, in continuare, sa determine modul cum hGDF-15 afecteaza procentul de
celule T din tumorile solide.

O etapa care este necesard pentru invazia celulelor T din fluxul sanguin in tesutul tumoral este
faptul ca celulele T trebuie sa adere mai intai la endoteliu inainte ca acestea si intre in tumora. Pentru a
simula aceastd etapa si pentru a evalua daca aceasta etapd ar putea fi afectatd de hGDF-15, inventatorii au
folosit un sistem de model care masoara aderenta celulelor T la Celulele Endoteliale din Vena Ombilicala
Umana (HUVEC):

Experiment de flux/aderenta cu celule T (pe HUVEC):

Ziua 1:

a. Lamele p VI 0,4 (ibidi GmbH, Germania) au fost acoperite cu fibronectind (100 ug/mL): 30 uL per
port de incarcare. Acestea au fost incubate timp de 1 ord la 37°C (sau o lamela pre-acoperita a fost
utilizatd).

b. Fibronectina a fost aspiratd, urmata de o spalare cu mediu HUVEC.

¢. HUVEC-urile au fost tripsinizate dintr-o placi cu 6 godeuri (numdr: 2 x 10%/mL (2 mL total))

d. Acestea au fost spalate si diluate la 1x10° celule/ml

e. 30 uL de HUVEC-uri au fost aplicate in porturile de incarcare ale lamelei p VI si verificate la
microscop

f. Lamela p VI a fost acoperita cu un capac si incubata la 37°C, 5% COai

Ziua 2:

a. HUVEC-urile au fost activate cu TNFa (10 ng/mL) si [IFNy (10 ng/mL) in canalele 2-5 (vezi tabelul de
mai jos): Toate mediile au fost aspirate din canale si inlocuite cu medii preincélzite care contin citokine.
Ziua 3:

a. Celulele T au  fost izolate  (izolarea  negativa a  celulelor T  pan).
b. Celulele T au fost pre-incubate in godeul 1 (1 x 108 celule/mL) cu sau fird GDF-15 (100 ng/mL) timp
de 1 ora.

¢. HUVEC-urile au fost pre-incubate in canalele 4 si 5 cu GDF-15 (100 ng/mL) timp de 1 ord: Tot mediul
din porturile de Incarcare a fost aspirat si ambele porturi de incarcare au fost umplute cu mediu preincalzit
care contine GDF15.

d. Un incubator de stadiu superior de langa microscop a fost preincalzit si un amestec de gaz (5% COs,
16% O», 79% Ny) a fost conectat.

e. 3 seringi x 50 mL au fost preparate:

i. celule T (1x108 celule/ml): 1 ml

ii. celule T GDF15 (1 x 108 celule/ml): 1 ml
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iii. Mediu

f. Seringa 1 a fost conectati la canalul 1 (vezi tabelul de mai jos) si fluxul a fost initiat (0,5 dyn/cm?: 0,38
mL/min = 22,8 mL/h).

g. Celulele T au curs timp de 3 minute si, intre timp, 10 cdmpuri vizuale au fost predefinite la microscop.
h. Fiecare camp vizual a fost filmat timp de 5 secunde.

i. Canalele ramase au fost evaluate in analogie cu canalul 1 (f-h) cu probele de celule T, asa cum a fost
indicat in tabelul de mai jos.

Canal |celule endoteliale celule T in flux |comentarii
#
1 HUVEC nestimulat celulele T [control
negativ]
2 HUVEC stimulat celulele T [control
pozitiv]
3 HUVEC stimulat celule T GDF-
15
4 HUVEC a stimulat GDF- |celulele T
15
5 GDF-15 stimulat |celule T GDF-
HUVEC 15

GDF-15 recombinant a fost obtinut de la Invigate GmbH, Jena,
Germania.

Analize statistice:

Toate datele au fost comparate folosind testul Mann-Whitney pentru testarea datelor distribuite
in mod non-normal. Valorile p<0,05 au fost considerate a fi semnificative din punct de vedere statistic.
Rezultate:

Rezultatele experimentului sunt prezentate in Figura 9. Aceasta figura prezinta analize ale mai
multor parametri de aderentd, si anume
a. numarul de celule T rulante per camp vizual pe secundd (9A; datele au fost obtinute din canalul #3
("GDF-15") si canalul #2 ("control"), ceea ce reflectd o formd de aderentd moderata a celulele T catre
celulele endoteliale,

b. viteza de rulare a celulelor T (masuratd in pixeli per 0,2 secunde) (9B; datele au fost obtinute din
canalul #3 ("GDF-15") si canalul #2 ("control"), care creste odatd cu scdderea aderentei intre celulele T si
celulele endoteliale si

c. numarul de celule aderente per camp de vedere (9C; datele au fost obtinute de la canalul #3 ("GDF-
15") si canalul #2 ("control"); si 9D).

Asa cum se poate vedea din Figura 9C, s-a descoperit faptul ca tratamentul celulelor T cu hGDF-
15 scade in mod semnificativ aderenta la celulele endoteliale, asa cum a fost reflectat in numarul de celule
aderente per camp vizual. Rezultate asemanatoare au fost obtinute la analizarea aderentei prin numararea
numerelor de celule T rulante (Figura 9A). in plus, si in concordantd cu rezultatele de mai sus, s-a
descoperit faptul ca tratamentul celulelor T cu hGDF-15 creste in mod semnificativ viteza de rulare,
indicand o scadere a timpului de interactiune intre celulele T si celulele endoteliale si indicand, de
asemenea, o aderenta redusa. intre celulele T si celulele endoteliale (Figura 9B).

Inventatorii au analizat in continuare care celule au fost tintite de hGDF-15 (Figura 9D). In
proba in care doar HUVEC au fost tratate cu hGDF-15, o scadere moderatd a aderentei celulelor T la
celulele endoteliale (HUVEC-uri) a fost observata. In schimb, o scidere puternici a aderentei celulelor T
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la celulele endoteliale (HUVEC-uri) a fost observatd atunci cind, fie doar celulele T au fost tratate cu
hGDF-15, fie cand atat celulele T, cat si celulele endoteliale (HUVEC-uri) au fost tratate cu hGDF-15.
Aceste rezultate indica faptul ca hGDF-15 actioneaza atdt asupra celulelor T, cat si asupra celulelor
endoteliale, dar acestea indica, de asemenea, faptul ca principalul efect de aderenta al hGDF-15 este un
efect asupra celulelor T.

In continuare, inventatorii au testat daca efectele hGDF-15, care este secretat de celulele
tumorale, asupra aderentei celulelor T, ar putea fi inhibate cu un inhibitor de hGDF-15. Pentru a testa
acest fapt, inventatorii au folosit o linie celulard de melanom care secretd hGDF-15, UACC257:
Experimentul de flux/aderenti cu celule T (pe HUVEC) in prezenta sau absenta de GDF-15 in
supernatant de celuld tumorala:

Ziuva 1:

a. O lamela p VI 0,4 (ibidi GmbH, Germania; la care se face referire de acum inainte ca lamela p) a fost
acoperita cu fibronectina (100 pg/mL): 30 uL per port de incércare. A fost incubata timp de 1 ord la 37°C
(sau o lamela pre-acoperita a fost utilizata).

b. Fibronectina a fost aspiratd, urmata de o spalare cu mediu HUVEC.

¢. HUVEC-urile au fost tripsinizate dintr-o placi cu 6 godeuri (numdr: 2 x 10%/mL (2 mL total))

d. Acestea au fost spalate si diluate la 1x10° celule/ml

e. 30 pL de HUVEC-uri au fost aplicate in porturile de incarcare ale lamelei p si verificate la microscop

f. Lamela p a fost acoperita cu un capac si incubata la 37°C, 5% CO..

Ziua 2:

a. HUVEC-urile au fost activate cu TNFa (10 ng/mL) si [FNy (10 ng/mL) in canalele 2-5 ale lamelei p
(vezi tabelul de mai jos): Toate mediile au fost aspirate din canale si Inlocuite cu medii pre-incalzitecare
contin citokine.

Ziua 3:

a. Celulele T au fost izolate  (izolarea  negativa a  celulelor T  pan).
b. In paralel, 24 de godeuri dintr-o placd ELISA cu 96 de godeuri (Nunc maxisorb) au fost acoperite cu
200 pL de anti-GDF-15 (10 pg/mL diluate in PBS), incubate timp de 45 minute si apoi spélate cu PBS.

c. Pentru a depletiza supernatantul din linia celulara de melanom UACC257 care secretda GDF-15 (datele
nu sunt prezentate) din GDF-15, supernatantul a fost incubat in godeurile placii ELISA (vezi b.) care au
fost pre-acoperite cu anti-GDF-15.

d. Ca supernatant de control al liniei celulare de melanom, UACC257 a fost incubat in godeurile placii
ELISA (vezi b.) care nu au fost pre-acoperite cu anti-GDF-15.

e. Celulele T au fost pre-incubate intr-o placd de culturd celulard cu 12 godeuri (1 x 10° celule/mL) cu
GDF-15 (100 pg/mL), farda GDF-15, in supernatantul liniei celulare de melanom UACC257 depletizat din
GDF-15 (vezi c.) sau in supernatantul liniei celulare de melanom UACC257 care contine GDF-15 (vezi
d.) timp de 1 ora.

f. Un incubator de stadiu superior langa microscop a fost preincélzit si un amestec de gaz (5% CO», 16%
02, 79% Ny) a fost conectat.

g. 4 tuburi x 2 mL intr-un sistem de flux microfluidic au fost preparate:

i. celule T (1x108 celule/ml): 1 ml

ii. celule T GDF15 (1 x 108 celule/ml): 1 ml

iii. celule T UACC 257 (care contin GDF-15)

iv. Celulele T UACC 257 depletizate din GDF-15

h. Tubul 1 a fost conectat la canalul 1 (vezi tabelul de mai jos) si fluxul a fost pornit (0,4 mL/min = 24
mL/h).

i. Celulele T au curs timp de 3 minute si, intre timp, 5 cdmpuri vizuale au fost predefinite la microscop.

j. Fiecare camp vizual a fost filmat timp de 5 secunde

k. Canalele rdmase au fost evaluate in analogie cu canalul 1 (f-h) cu probele de celule T, asa cum a fost
indicat in tabelul de mai jos.

canal |celule celule T in flux comentarii

# endoteliale

1 HUVEC celulele T [control
nestimulat negativ]

2 HUVEC celulele T [control
stimulat pozitiv]

3 HUVEC celule T GDF-15
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canal |celule celule T in flux comentarii
# endoteliale

stimulat
4 HUVEC celule T UACC 257

stimulat
5 HUVEC celulele T

stimulat UACC 257 depletizat din

GDF-15 cu anti GDF-15

GDF-15 recombinant a fost obtinut de la Invigate GmbH, Jena, Germania.
Rezultate:

Rezultatele experimentului sunt prezentate in Figura 10A. Aceastd figurd prezintd analize ale
numarului de celule T rulante per cAmp vizual pe secunda. Datele au fost obtinute din canalul # 1 (celule
T de control pe HUVEC nestimulate ca ,,control negativ”), canalul # 2 (celule T de control pe HUVEC
stimulat ca ,,control pozitiv”), canalul # 3 (,,GDF-15" ) canalul #4 ("UACC 257": celule T cultivate in
supernatantul celulelor de melanom UACC 257 care contin GDF-15 secretat) si canalul #5 ("UACC257 +
anti-hnGDF-15": celule T cultivate in supernatantul UACC 257 celule de melanom depletizate din GDF-15
secretat cu anti GDF-15 B1-23)

In comparatie cu celulele T care au curs peste HUVEC nestimulat (,,control negativ”’; mediana=
28 de celule rulante per camp vizual pe secundd) fluxul de celule T peste HUVEC stimulat (,,control
pozitiv”’) a crescut numarul de celule rulante per cdmp vizual per secundd (mediana= 46). Tratamentul
celulelor T cu hGDF-15 scade in mod substantial numarul de celule rulante per camp vizual per secunda
(mediana = 29). De asemenea, pre-incubarea celulelor T cu supernatant al liniei celulare de melanom
UACC257 care secretda GDF-15 scade in mod substantial numarul de celule rulante per camp vizual per
secunda (mediana = 36) in comparatie cu celulele T care curg peste HUVEC stimulat ( ,,control pozitiv”).
Spre deosebire de acest aspect, pre-incubarea celulelor T cu supernatantul liniei celulare de melanom
UACC257 depletizat din GDF-15 secretat cu anti GDF-15 B1-23 a avut ca rezultat un numar de celule
rulante per camp vizual per secunda (mediand = 45) care a fost comparabil cu celulele T care curg peste
HUVEC stimulat (“control pozitiv").

Astfel, in conformitate cu inventia, inhibitorii de hGDF-15 pot fi utilizati pentru a creste
aderenta celulelor T, incluzand celulele CD8+ la celulele endoteliale, de exemplu, in tratamentul
cancerelor solide.

Mai mult, testul de mai sus asigura un simplu sistem in vitro care poate fi utilizat pentru a
determina daca o substanta de interes este un inhibitor de hGDF-15.

Rezumat:

Acest exemplu prezintd faptul cd GDF-15, incluzind GDF-15 secretat de celulele tumorale,
scade aderenta celulelor T la celulele endoteliale. Prin urmare, in conformitate cu inventia, un tratament
cu inhibitori de hGDF-15 poate fi utilizat pentru a creste aderenta celulelor T, incluzind celulele T
CDS8" la celulele endoteliale. Un astfel de tratament va creste intrarea celulelor T, incluzand celulele T
CD8* din fluxul sanguin in cancere solide. Procentul crescut de celule T CD8* in cancerele solide, care
vor rezulta dintr-un astfel de tratament cu inhibitori de hGDF-15, este avantajos pentru, si poate fi utilizat
in, terapia impotriva cancerului, de exemplu, imunoterapia impotriva cancerului. Din moment ce intrarea
celulelor T CD8* in cancerele solide si prezenta acestor celule T CD8" in cancerele solide sunt particular
de avantajoase pentru abordari terapeutice care utilizeaza agenti de blocare a punctelor de control imune,
o utilizare particular de avantajoasa a inhibitorilor de hGDF-15 in conformitate cu inventia este utilizarea
lor in combinatie cu agenti de blocare a punctelor de control imunitare.

Analizd de aderentd in flux, incluzind Neutralizarea Anticorpului cu Anticorpi H1LS (B1-23

umanizat) si 01G06 si 03G05 (Anticorpi anti-GDF-15 umanizati structurati pe calea ingineriei in

conformitate cu secventele in conformitate cu WO 2014/100689)

Acest experiment a fost efectuat pentru a confirma in continuare efectele observate mai sus,
incluzand descoperirea ca inhibitorii de hGDF-15 pot fi utilizati pentru a creste aderenta celulelor T la
celulele endoteliale sau rularea celulelor T.

Proceduri experimentale:

Analiza de curgere/aderentd a fost efectuatd asa cum a fost descris mai sus in prezentul exemplu.
Celulele T au fost pre-incubate cu 100 ng/ml de GDF-15 timp de 1 ord sau cu 100 ng/ml de GDF-15, care
au fost pre-incubate cu 10 pg/ml anticorp timp de 1 ord. Urmadtorii anticorpi Anti-GDF-15 au fost
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utilizati: HIL5 (B1-23 umanizat), 01G06 si 03G05 (Anticorpi anti-GDF-15 umanizati structurati pe calea
ingineriei in conformitate cu secventele din WO 2014/100689).
Rezultate:

Rezultatele sunt prezentate in Figura 10B. In comparatie cu celulele T care au curs peste
HUVEC nestimulat (control negativ), curgerea celulelor T peste HUVEC stimulat (control pozitiv) a
crescut numarul de celule rulante per cAmp vizual per 20 de secunde. Tratamentul celulelor T cu hGDF-
15 a scazut in mod substantial numarul de celule rulante per camp de vedere per 20 de secunde. Spre
deosebire de aceasta, pre-incubarea celulelor T cu hGDF-15, care a fost pre-incubat cu anticorpii anti
GDF-15 H1L5 (B1-23 umanizat), 01G06 sau 03G05, a avut ca rezultat un numar de celule rulante per
camp vizual per 20 de secunde care a fost crescut in mod substantial in comparatie cu proba in care niciun
anticorp anti-GDF-15 nu a fost adaugat. Acest efect a fost prezent pentru toti anticorpii anti-GDF-15
testati si a fost cel mai pronuntat pentru anticorpul HIL5 (B1-23 umanizat), care a inversat aproape in
mod complet efectul hGDF-15 asupra rularii celulelor T.

Concluzii

Astfel, in conformitate cu inventia, inhibitorii de hGDF-15 pot fi utilizati pentru a creste
aderenta celulelor T, incluzand celulele CD8+ la celulele endoteliale, sau rularea celulelor T mentionate
incluzand celulele CD8+. In conformitate cu inventia, inhibitorii de hGDF-15 vor creste procentul de
celule CD8+ in cancerele solide si pot fi utilizati pentru tratamentul acestor cancere. Acesti inhibitori de
hGDF-15 pot fi - dar nu sunt limitati la - orice anticorpi anti-GDF-15 cunoscuti, cum ar fi anticorpii HIL5
(B1-23 umanizat), 01G06 si 03GO05.

Exemplu 4: Evaluarea eficacitatii antitumorale a anticorpului de test in combinatie cu imunizarea
adjuvanti la soareci singenici MC38!"°P™15* cre prezintd tumorai.

Pentru a evalua dacd inhibarea factorului uman de crestere si diferentiere (GDF)-15 poate
imbunatati raspunsul fatd de o imunoterapie si in special, un raspuns fatd de o imunoterapie care necesita
celule T CD8" in tumora, celulele de cancer de colon murinic MC38 au fost transfectate pentru a exprima
GDF-15 uman la niveluri asemanatoare cu cele gasite in liniile de celule canceroase umane. Asa cum a
fost evaluat prin analiza imunoabsorbantului legat de enzime (ELISA, R&D Systems, Mouse GDF-15
DuoSet ELISA), celulele MC38 nu au exprimat niveluri detectabile de GDF-15 murinic (limita de
detectie: 7,81 pg/ml).

In ziua 0, soareci femele C57BL/6J in varsti de 9 siptimani (asigurati de Charles River
Laboratories, BP 0109, F 69592 L'Arbresle, Cedex) au fost anesteziati si inoculati pe cale subcutanata cu
2x105 celule de colon MC38'9 "ePF-15 Tratamentul cu anticorp anti GDF-15 (20 mg/kg greutate corporali,
adica aproximativ 400 pg per soarece in 100 pl de solutie salind tamponata cu fosfat cu 0,5% albumina
sericd bovind) a fost initiat in ziua 0 (la aproximativ 6 ore dupa inocularea celulelor tumorale) si repetat in
zilele 3, 7, 10, 14, 17 si 21. in ziua 13, atunci cand tumorile au atins un volum intre 100 si 150 mm?,
animalele au fost randomizate in diferite grupuri de tratament, si animalele respective au fost injectate pe
cale intraperitoneald cu adjuvant (100 pg de acid poliinozinic:policitidilic (Poly-ICLC (Hiltonol)®,
Oncovir, Washington D.C., SUA)) si 50 pg de anticorp InVivoMAb anti-murin(m)CD40 (clona
FGK4.5/FGK45)) intr-un volum total de 50 pl solutie salina tamponata cu fosfat.

Datoritd asemanarii sale structurale cu ARN-ul dublu catenar, care este prezent in anumiti virusi
si stimuleazd TLR3, Poli-ICLC simuleaza o infectie. Anticorpul agonist anti-CD40 asigra un semnal
suplimentar celulelor care prezintd de antigen. ,,Licensing™ of dendritic cells via stimulation of CD40
supports the activation of antigen-specific CD8* T cells. Adjuvant treatment thus serves to induce tumor-
specific immune cells in mice kept under specific pathogen-free conditions (Yadav M si colab., Nature.
2014 Nov 27;515(7528):572-6).

Prin urmare, acest tratament adjuvant reprezintad un sistem de model pentru o imunoterapie
impotriva cancerului care necesitd celule imune in tumora, si in special celule T CD8" in tumora. Astfel,
acesta este un sistem de model care este potrivit pentru a confirma in continuare faptul ca un tratament cu
un inhibitor de hGDF-15, cum ar fi un anticorp anti-hGDF-15, sinergizeaza cu imunoterapia impotriva
cancerului, incluzdnd o imunoterapie impotriva cancerului care necesita celule T CD8" din tumora.

Pentru a rezuma, urmatoarele grupuri de animale (10 soareci per grup) au fost investigate:
> grup cu agent purtator fard imunizare adjuvanta
> grup tratat cu anticorp anti hGDF-15 B1-23 fard imunizare adjuvanta
> grup cu agent purtator cu imunizare adjuvanta
> grup tratat cu anticorp anti hGDF-15 B1-23 cu imunizare adjuvanta

Dimensiunea tumorii a fost masuratd de 3 ori pe sdptamana prin masurarea pe baza de subler a
lungimii si latimii tumorii.

Soarecii au fost sacrificati odatd ce volumul tumorii lor a depdsit 2.000 mm?®, asa cum a fost
calculat prin formula V=lungime x litime?/2. De asemenea, soarecii au fost sacrificati atunci cand starea
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lor a fost descoperitd ca se deterioreaza dincolo de limitele acceptate in mod obisnuit pentru bunistarea
animalelor (pierdere in greutate > 15%, pierderea mobilitatii, comportament prostrat, stare proastd a
blanii).

Pentru soarecii supravietuitori, prezenta tumorilor a fost determinatd prin examinare fizica pana
in ziua 57 dupa inocularea tumorii. Rezultatele sunt prezentate in Figura 11.

Intr-un studiu anterior realizat de inventatori, a fost prezentat faptul ci un tratament cu un
anticorp anti-GDF-15 singur poate fi utilizat in mod avantajos pentru a trata cancerul, dar nu a eradicat in
mod complet tumorile, adici nu a vindecat cancerul. in mod asemanitor, in Figura 11, nici soarecii tratati
cu agent purtétor, nici soarecii care au fost tratati doar cu anti-hGDF-15 nu au fost vindecati. Tratamentul
cu adjuvant (adici cu poli ICLC si anticorpul anti-CD40) a vindecat 3 din 10 soareci. In special, atunci
cand tratamentul cu adjuvantul a fost combinat cu tratamentul cu anticorpul anti-hGDF-15, 8 din 10
soareci au fost vindecati. Astfel, tratamentul cu anticorpul anti-hGDF-15 a fost puternic sinergizat cu
tratamentul cu adjuvantul.

Concluzii:

Rezultatele obtinute in acest sistem de model confirmd suplimentar faptul ca inhibitorii de
hGDF-15 sinergizeazd cu imunoterapia impotriva cancerului si in special cu imunoterapia impotriva
cancerului care necesitd activarea celulelor imune, cum ar fi celulele T CD8" care exercitd apoi activitate
citotoxica in tesutul tumoral. Rezultatele confirmd, de asemenea, faptul ca cresterea procentului de celule
T CD8" din cancer, care este cauzatd de utilizdrile inhibitorilor de hGDF-15 in conformitate cu inventia,
poate fi utilizatd in mod avantajos in terapia Impotriva cancerului.

in conditiile experimentale alese, sistemul de model imunitar murinic prezinti foarte putin timp
pentru a construi un raspuns al celulelor T CD8" specific pentru antigen fatd de un cancer rapid in
crestere. Astfel, un adjuvant a fost utilizat pentru a sustine in continuare raspunsul imunitar spontan in
sistemul murinic. in schimb, la pacientii umani, unde cancerele se dezvoltd pe o perioadd mai lungi de
timp (de exemplu, cativa ani), celulele T specifice antigenului orientate impotriva antigenelor canceroase
sunt de obicei deja prezente la diagnostic, adicd, initierea unui raspuns imunitar are loc de obicei chiar
inainte de diagnosticarea cancerului. Aceste celule T CD8* specifice antigenului cancerului exista deja la
om, dar intr-un grad mult mai mic in sistemul de model murinic. Prin urmare, in conformitate cu inventia,
utilizdrile inhibitorilor de hGDF-15 in conformitate cu inventia vor fi chiar mai eficiente la oameni decét
in prezentul sistem de model murinic. in consecinta, inhibitorii de hGDF-15 pot fi utilizati eficient pentru
tratamentul pacientilor cu cancer uman in conformitate cu inventia, de exemplu, sa creasca procentul de
celule T CD8* intr-un cancer solid si vor sinergiza cu alte terapii imune impotriva cancerului la oameni si,
in special, cu terapiile imune impotriva cancerului care necesitd celule T CD8"in cancer, incluzidnd
imunoterapii Impotriva cancerului cu agenti de blocare a punctelor de control imunitare, cum ar fi
anticorpii anti-PD-1 si anti-PD-L1.

Exemplul 5: Niveluri serice de GDF-15 definesc supravietuirea pacientilor cu melanom tratati cu
anti PD-1

Studiul din acest Exemplu a fost realizat pentru a valida in continuare rezultatele obtinute in
studiul Exemplului 1, de exemplu, descoperirea potrivit careia hGDF-15 influenteazd raspunsul
pacientilor la agentii de blocare a punctelor de control imunitare, printr-un studiu aditional independent.

Urmatorii termeni au fost folositi in legatura cu acest studiu:

"Cenzurat" = Pacientul a fost eliminat din cohorta de studiu
atunci cand nu au fost disponibile alte date de
urmarire.

"Eveniment" = Pacientul a murit.

"Supravietuire" |= Pacientul era n viata la urmarire.

Pacientii de la Departamentul de Dermatologie, Universitatea din Tiibingen, Germania, cu
melanom confirmat pe cale histologicd au fost identificati in baza de date din Registrul Central al
Melanomului Malign (CMMR), care inregistreazd prospectiv pacientii din peste 60 de centre
dermatologice din Germania. 99 de pacienti, cu (a) probe de ser arhivate, (b) date de urmarire disponibile,
(c) antecedente sau prezentd de metastaze loco-regionale sau distante la momentul prelevirii sangelui si
(d) tratament experimental cu anticorp anti PD-1 au fost selectati. Obiectivele si metodele de colectare a
datelor de catre CMMR au fost publicate anterior in detaliu (Lasithiotakis, KG si colab., Cancer / 107 /
1331-9. 2006). Datele obtinute pentru fiecare pacient au inclus varsta, sexul, data ultimei urmariri si data
si cauza decesului, daca este aplicabil. Toti pacientii si-au dat consimtamantul informat In scris pentru ca
datele clinice sa fie inregistrate de registrul CMMR. Comitetul de etica institutional Tiibingen a aprobat
studiul (votul etic 125/2015B0O2). Pacientii eligibili au fost cu varsta de 18 ani sau mai mari si au
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prezentat melanom de stadiul Il sau stadiul IV nerezecabil confirmat histologic sau citologic, care nu
poate fi supus terapiei locale si au prezentat progresie a bolii, in ciuda faptului cd au primit anterior terapii
in conformitate cu ghidurile actuale. Pacientii cu tumori mutante BRAFV600 au primit tratamentul de
prima linie recomandat sau un tratament experimental, incluzand terapia cu inhibitor BRAF sau MEK sau
ambii. Tratamentul anterior cu ipilimumab, dacd a fost cazul, a fost considerat ca esuat atunci cand
pacientii au primit cel putin doud doze, 3 mg/kg o datd la 3 saptamani, dar au prezentat progresie
confirmata a bolii in 24 de siptamani de la ultima dozi de ipilimumab. Inainte de administrarea de anti-
PD-1, rezolvarea sau imbunatatirea evenimentelor adverse asociate cu ipilimumab la gradul 0-1 si doza de
prednison de 10 mg/zi sau mai putin a fost cerutd timp de cel putin 2 sdptimani inainte de prima doza de
medicament de studiu. Pacientii eligibili au prezentat starea de performantd a Grupului Ocologic de
Cooperare Estica (ECOG) 0 sau 1; boala masurabild pe Criterii de Evaluare a Raspunsului in Tumorile
Solide, versiunea 1.1 (RECIST vl.1); si valori in intervalul prestabilit pentru numarul absolut de
neutrofile (>1500 celule per ml), trombocite (=100 000 celule per ml), hemoglobind (>90 g/L), creatinina
sericd (<1,5 limita superioard a normalului [ULN 1]), bilirubind totala sericad (<1,5 LSN sau bilirubina
directda < LSN pentru pacientii cu concentratii totale de bilirubind >1,5 LSN), aspartat si alanin
aminotransferaze (<2,5 LSN sau <5 LSN pentru pacientii cu metastaze hepatice), raportul international
normalizat sau timpul de protrombina (<1-5 LSN dacd nu se utilizeazd anticoagulante) si timpul de
tromboplastind partiala activatd (<1,5 LSN dacd nu se utilizeaza anticoagulante). Pacientii au avut o
perioada de eliminare de cel putin 4 saptdmani intre ultima doza a celei mai recente terapii si prima doza
de pembrolizumab sau nivolumab.

Analiza Nivelurilor Serice de hGDF-15 prin Analiza Imunosorbentului Legat de Enzime (ELISA):
Nivelurile serice de GDF-15 uman au fost misurate prin Analiza Imunosorbentului Legat de
Enzime (ELISA).

Tampoane si reactivi:

Solutie de blocare tamponata: 1% BSA (fractiune V pH 7,0, PAA, Pasching, Austria) in PBS

Solutie de spalare: PBS-Tween (0,05%)

Standard: GDF-15 uman (concentratie stoc 120 pg/ml, de 1a R&D Systems)

Anticorp de captare: Mab GDF-15 uman (Clona 147627) de la R&D Systems, IgG2B de soarece (catalog
#MAB957, de la R&D Systems, concentratie stoc 360 pug/ml)

Anticorp de detectare: PAb purificat cu afinitate biotinilati GDF-15 uman, IgG de capra (catalog
#BAF940, de la R&D Systems, concentratie stoc 9 pl/ml)

Streptavidind-HRP (Catalog #DY 998, de la R&D Systems)

Solutie de substrat: 10 ml 0,1 M NaOAc pH6,0 + 100 ul TMB + 2 ul H»0,

Solutie de oprire: 1 M HoASA DE4

Procedura de analiza:

1. Pregatirea placii:

e. Anticorpul de captare a fost diluat la concentratia de lucru de 2 pg/ml in PBS. O microplacd cu 96 de
godeuri (Nunc maxisorp®) a fost imediat acoperitd cu 50 pl per godeu de anticorp de captare diluat,
excluzand randurile exterioare (A si H). Randurile A si H au fost umplute cu tampon pentru a preveni
evaporarea probelor in timpul experimentului. Placa a fost batutd usor pentru a se asigura ca fundul
fiecarei godeuri a fost bine acoperit. Placa a fost plasata intr-o camera umeda si incubata in timpul noptii
la temperatura camerei (RT).

f. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).

g. 150 pl de solutie de blocare au fost adaugati in fiecare godeu, urmat de incubare la temperatura camerei
timp de 1 ora.

h. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).

2. Procedura de testare:

d. Standardele au fost pregatite. GDF-15 a fost diluat in solutie de blocare tamponata la o concentratie
finala de 1 ng/ml (4,17 pl GDF + 496 pl solutie de blocare tamponatd). Dilutii in serie 1:2 au fost
realizate.

e. Probe in duplicat 1:20 (6 pl + 114 ul de solutie tampon de blocare) au fost preparate.
f. 50 pl de probe diluate sau standarde au fost adaugate per godeu, urmat de incubare timp de 1 ora la
temperatura camerei.
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i. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).
j. Anticorpul de detectare a fost diluat la o concentratie finalda de 50 ng/ml (56 pl + 10 ml tampon de
blocare). 50 pl de anticorp de detectare diluat au fost adaugati in fiecare godeu, urmat de incubare timp de
1 ora la temperatura camerei.
k. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).
I. Streptavidina-HRP a fost diluata 1:200 (50 pl + 10 ml de tampon de blocare). 50 pL din dilutia de lucru
de Streptavidina-HRP au fost adaugati la fiecare godeu, urmat de incubare timp de 20 de minute la RT.
m. Fiecare godeu a fost aspirat si spalat de trei ori cu PBS-Tween (0,05%).
n. Solutia de substrat a fost preparata. 50 uL de solutie de substrat au fost addugati in fiecare godeu, urmat
de incubare timp de 20 de minute la RT.
0. 50 pL de solutie de oprire au fost adaugati la fiecare godeu.
p. Densitatea optica a fiecarui godeu a fost determinata imediat, utilizdnd un cititor de microplacé setat la
450 nm.
3. Calculul titrului seric GDF-15:
d. Fiecare proba/dilutie standard GDF-15 a fost aplicata in duplicat. Pentru a determina titrul GDF-15,
media duplicatelor a fost calculata si fundalul (proba fara GDF-15) a fost scazut.
e. Pentru a crea o curba standard, valorile din domeniul liniar au fost reprezentate grafic pe o diagrama X-
Y (axa X: concentratia GDF-15, axa Y: OD450) si o potrivire a curbei liniare a fost aplicata. Titrul de ser
GDF-15 al probelor de testat a fost calculat prin interpolarea valorilor OD450 ale dilutiilor standard cu
concentratie cunoscuta.
f. Pentru a calcula concentratia finala de GDF-15 a probelor, factorul de dilutie distinct a fost luat in
considerare. Probele care au dus la obtinerea valorilor OD sub sau peste intervalul standard au fost
reanalizate la dilutii corespunzatoare.
Comparatia nivelurilor serice de hGDF-15 cu datele pacientului:

In continuare, nivelurile serice masurate de hGDF-15 au fost comparate cu datele de raspuns ale
pacientului obtinute din studiu.
Corelatia statistica a nivelurilor serice de hGDF-15 cu datele pacientului:
Date:

Analiza datelor s-a bazat pe un fisier de date care contine date din probe de la 99 de pacienti,
care contine coloanele (variabilele) Denumirea probei, GDF-15 (ng/ml), zile (padnd la moarte sau
cenzurare) si In viata (o variabila indice pentru viata in curs).).

Variabile de rezultat (puncte finale):

A. Supravietuirea generald (timpul pana la moarte). Acest punct final este compus din indicatorul de
eveniment pentru deces (1 = mort/0 = in viatd), care a fost derivat din fisierul de date si timpul pana la
moarte sau cenzurare (ultimul moment cand s-a cunoscut ca pacientul este in viatd), corespunzator
variabilei ,,zile”.

Raspunsul la tratament, de exemplu, dacad un pacient a raspuns sau nu (codificat ca 1=r)

Analiza datelor:

Timpul de urmarire pentru analiza de supravietuire a fost definit de la data prelevarii probei de
sange pana la ultima urmarire (adica, ultima informatie obtinuta de la pacient) sau deces. Toate probele de
sange au fost prelevate cu cateva zile anterior tratamentului cu anticorp anti-PD1. Pentru analiza OS,
pacientii care au fost in viata la ultima urmarire au fost cenzurati, in timp ce pacientii care au murit au fost
considerati un ,,eveniment”. Probabilitatile cumulate de supravietuire in conformitate cu Kaplan-Meier au
fost calculate impreund cu intervale de incredere de 95% (Cl-uri) si comparate folosind statistica testului
log-rank cu doua fete. Valorile p pentru supravietuirea generala au fost calculate prin statistica de rang log
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cu doud fete. Un model a fost dotat cu o variabila de grupare bazata pe GDF-15 ca factor predictiv
categoric (grupurile au fost: <1,5 ng/ml (n=62), >1,5 ng/ml (n=37) sau GDF-15* (n=49), GDF-
15Malt (n=50), pe baza unei impartiri mediene). Curbele Kaplan-Meier rezultate sunt prezentate in Figurile
12 si 13, unde cenzurarea este indicata prin linii verticale. In plus, urmatoarele tabele contin un rezumat al
cazurilor (Tabelul 9), date de supravietuire a pacientilor pentru grupurile de pacienti care prezinta niveluri
de GDF-15 <1,5 ng/ml si >1,5 ng/ml (Tabelele 10 si 11) si comparatii statistice totale ale grupurilor de
pacienti care prezintd niveluri de GDF-15 <1,5 ng/ml si >1,5 ng/ml (Tabelul 12).

Tabelul 9: Rezumatul cazurilor

Numar Numarul de |Cenzurat
evenimente a0
Supravietuire

GDF-15 <1,5(62 11 51 |82,3%
ng/ml
GDF-15 > 1,537 18 19 |51,4%
ng/ml
Total 99 29 70 |70,7%

*H = fara evenimente
Tabelul 10: Media si mediana pentru Supravietuire (numarul de zile de supravietuire)
Medie” Mediana

Estimare [Eroare |Interval de incredere |Estimare |Eroare
standard |95% standard
Limita Limita
inferioara | superioara

<15 701,928 44,172 |615,350 788,506 |n/d. n/d.
ng/ml

>1,5 |381,683 48,882 |285,875 |477,491 309.000 |127.570
ng/ml

Total |569,056 44,477 |481,882 |656,231 | n/d. n/d.

A. Dupa cenzurare, estimarea este limitata la cea mai
lunga supravietuire cunoscuta.
n/d: Niciun fel de date privind supravietuirea mediana
nu a putut fi calculat din cauza prezentei a >50%
supravietuitori in grup.
Tabelul 11: Media si mediana pentru Durata de Supravietuire (numarul de zile de supravietuire)
Mediana®

Interval de incredere de 95%.

limita inferioara limita superioara
<1,5 ng/ml n/d. n/d.
>1,5 ng/ml 58,963 559,037
Total n/d. n/d.

A. Dupad cenzura, estimarea este limitatd la cea mai lunga
supravietuire cunoscuta.

n/d: Niciun fel de date privind supravietuirea mediana nu a putut fi
calculat din cauza prezentei a >50% supravietuitori In grup

Tabelul 12: Comparatii totale
Chi-patrat |df* |Semnificatie
Rang Log (Mantel-Cox) 8,129 1 .004
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Chi-patrat  |df* |Semnificatie

*df = grade de libertate
Test asupra distributiei egale a supravietuirii pentru diferite niveluri
de GDF-15 (<1,5 ng/ml, >1,5 ng/ml)

Rezultate si concluzii:

Rezultatele statistice de mai sus ale acestui Exemplu au confirmat in continuare rezultatele
Exemplului 1. De exemplu, s-a confirmat faptul ca probabilitatea unui raspuns la tratament, asa cum a
fost indicat de supravietuirea pacientilor, scade In mod semnificativ odatd cu nivelurile in crestere de
hGDF-15 in serurile pacientului. De exemplu, Tabelul 12 prezinta faptul cd supravietuirea intre cele doua
grupuri de pacienti care prezinta niveluri de GDF-15 <1,5 ng/ml si, respectiv, >1,5 ng/ml, a fost in mod
semnificativ diferitd, asa cum a fost evidentiat de un nivel de semnificatie de 0,004. in mod asemaniitor,
Tabelul 9 demonstreaza faptul cd un procent mai mare de pacienti (82,3%) a supravietuit in grupul care
prezintd niveluri de GDF-15 <1,5 ng/ml, si Tabelele 10 si 11 si figurile 12 si 13 demonstreaza faptul ca
pentru pacientii care prezintd niveluri de GDF-15 de <1,5 ng/ml, timpii de supravietuire au fost iIn mod
remarcabil mai lungi decét la pacientii care prezinta niveluri de GDF-15 >1,5 ng/ml.

Astfel, rezultatele acestui Exemplu confirma in continuare faptul cd hGDF-15 actioneaza pentru
a afecta negativ raspunsurile pacientilor la tratamentul cu agenti de blocare a punctelor de control
imunitare. Astfel, in conformitate cu inventia, un inhibitor de hGDF-15 va fi util pentru a inhiba efectele
negative ale hGDF-15 asupra raspunsurilor pacientilor la tratamentul cu agenti de blocare a punctelor de
control imunitare si pentru a Tmbunatati raspunsurile pacientilor la tratamentul cu agenti de blocare a
punctelor de control imunitare nu numai in melanom, ci si in toate cancerele solide la care s-a facut
referire aici.

Exemplul 6: La pacientii umani cu cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC) tratati cu un
anticorp anti-PD1, nivelurile serice medii de hGDF-15 la pacientii cu boala progresiva sunt mai
mari decat la pacientii care prezinta un raspuns partial.

Acest exemplu a fost realizat pentru a valida in continuare rezultatele obtinute in studiul
Exemplului 1, de exemplu, descoperirea potrivit careia hGDF-15 influenteaza raspunsul pacientilor la
agentii de blocare a punctelor de control imunitare, intr-un studiu aditional independent, intr-un cancer
solid diferit.

Pacienti:

Pacientii cu NSCLC au fost tratati cu anticorpi anti-PD1 in conformitate cu markerul de
medicament aprobat al anticorpilor anti-PD1. Pacientii au inclus pacienti care au fost pre-tratati in
prealabil cu alte terapii impotriva cancerului. Datoritd faptului ca un raspuns complet este rar observat la
pacientii cu NSCLC, grupul de pacienti a inclus pacienti care prezintd boald progresiva si care prezintd un
raspuns partial la tratamentul cu PD-1, dar niciun pacient care a prezentat un raspuns complet la
tratamentul cu PD-1.

Probele serice:

Probele serice au fost prelevate de la pacienti inainte de tratamentul cu anticorpi anti-PD1.
Analiza nivelurilor serice de hGDFE-15 prin Analiza Imunosorbentului Legat de Enzime (ELISA):

Nivelurile serice de hGDF-15 din probele de ser au fost analizate prin Analiza Imunosorbentului
Legat de Enzime (ELISA), asa cum a fost descris in Exemplul 1.

Rezultate:

Niveluri serice de hGDF-15 de la 5 pacienti care prezinta un raspuns partial la tratamentul cu
anti-PD-1 si de la 5 pacienti care prezint boald progresiva la tratamentul cu anti-PD-1 au fost obtinute. in
special, nivelul seric median de hGDF-15 la pacientii care prezintd un raspuns partial a fost de 0,55
ng/ml, in timp ce nivelul seric median de hGDF-15 la pacientii care prezinta boala progresiva a fost de
1,56 ng/ml. Astfel, nivelul seric median de hGDF-15 la pacientii care prezintd o boald progresiva a fost de
aproximativ 2,8 ori mai mare decat la pacientii care prezintd un raspuns partial.

Concluzii:

Rezultatele acestui Exemplu confirmd in continuare faptul ca nivelurile de hGDF-15 se
coreleaza in mod negativ cu raspunsul pacientilor la agentii de blocare a punctelor de control imunitare.
Rezultatele acestui Exemplu confirma, de asemenea, faptul cd hGDF-15 actioneazd pentru a afecta
negativ raspunsurile pacientilor la tratamentul cu agenti de blocare a punctelor de control imunitare, cum
ar fi PD-1. Astfel, in conformitate cu inventia, un inhibitor de hGDF-15 va fi util pentru a inhiba efectele
negative ale hGDF-15 asupra raspunsurilor pacientilor la tratamentul cu agenti de blocare a punctelor de
control imunitare si pentru a Tmbunatati raspunsurile pacientilor la tratamentul cu agenti de blocare a
punctelor de control imunitare nu numai in melanom, ci si in cancerele pulmonare, cum ar fi NSCLC si in
toate celelalte cancere solide la care s-a facut referire aici.
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Exemplul 7: Nivelurile serice ale hGDF-15 nu se coreleazi in mod semnificativ cu sarcina
mutationala a tumorilor

Sarcina mutationald este un factor de prognostic pozitiv cunoscut pentru un raspuns al
pacientilor cu cancer fatd de agentii de blocare a punctelor de control imunitare. In general, celulele
canceroase prezintad mutatii genomice care dau nastere la antigene ale celulelor canceroase care sunt
specifice celulelor canceroase si diferite de antigenele celulelor non-canceroase. O sarcind mutationald
mare duce la un numir mare de astfel de antigene specifice celulelor canceroase. In cancerele care
prezintd un astfel de numar mare de antigene specifice celulei canceroase, stimularea raspunsului imunitar
de catre agentii de blocare a punctelor de control imunitare este consideratd a fi deosebit de eficienta,
deoarece mai multe antigene specifice celulei canceroase sunt disponibile ca antigene tintd pentru
raspunsul imunitar.

Pentru a confirma in continuare faptul cd hGDF-15 nu este doar un marker surogat pentru
sarcina mutationald a tumorilor si pentru a confirma in continuare faptul cd un tratament cu inhibitori de
hGDF-15 actioneaza prin intermediul unui mecanism care este independent de sarcina mutationald a
tumorilor, nivelurile de ARNm de hGDF-15 din probele de cancer de la pacientii cu cancer au fost
reprezentate grafic in functie de numarul de mutatii somatice care au fost identificate in cancere. Mutatiile
somatice au fost determinate prin utilizarea secventierii exomului. Datele au fost analizate prin utilizarea
instrumentului web UZH de la Spitalul Universitar din Zurich (Cheng PF si colab.: Data mining The
Cancer Genome Atlas in the era of precision cancer medicine. Swiss Med Wkly. 2015 Sep
16;145:w14183.) Rezultatele sunt prezentate in Figura 14. Figura 14A prezintd un grafic pentru datele
pacientilor cu cancer, obtinute din Atlasul Genomului Cancerului (TGCA) luand in considerare doar
pacientii cu melanom malign de grad inalt (Atlasul Genomului de Cancer este descris in referinta
din Cheng PF si colab.: Data mining The Cancer Genome Atlas in the era of precision cancer medicine.
Swiss Med WKkly. 2015 Sep 16;145:w14183.). Expresia GDF-15 a fost evaluati prin normalizare, folosind
pachetul software RSEM ("Secventierea ARN-ului prin maximizarea expectatiei") (Li B si Dewey CN:
RSEM: cuantificare precisda a transcriptiei din datele ARN-Seq cu sau fard genom de referinta. BMC
Bioinformatics. 4 august 2011;12:323. doi: 10.1186/1471-2105-12-323.). Figura 14B prezinta un grafic
pentru datele pacientilor cu cancer de la 40 de pacienti aditionali cu melanom malign metastatic de la
Spitalul Universitar din Zurich, care au fost analizati separat.

In mod remarcabil, ambele figuri 14A si 14B prezinta o valoare p de 0,5, care indica faptul ci nu
existd o corelatie semnificativa Intre sarcina mutationald in cancere si nivelurile de hGDF-15. Aceste
rezultate confirma in continuare faptul ca hGDF-15 nu este doar un marker surogat pentru sarcina
mutationald a tumorilor si faptul cd un tratament cu inhibitori de hGDF-15 actioneaza prin intermediul
unui mecanism care este independent de sarcina mutationald a tumorilor.

Exemplul 8: Infiltrarea celulelor T CD8*in tumorile de tip silbatic sau in tumorile care
(supra)exprima GDF-15 uman

Intr-un studiu pilot care foloseste celule de cancer de colon MC38 care (supra)exprimi GDF-15
de tip sdlbatic sau uman implantate in flancul drept al soarecilor singenici imunocompetenti C5S7BL/6,
supraexpresia GDF-15 a fost asociata cu infiltrarea redusd a celulelor imune. Imaginile de
imunocitochimie pentru CD8a la soarecii sacrificati dupa 29 de zile care prezinta tumori de tip salbatic
sau tumori care supraexprima transgenic (tg) hGDF15 sunt prezentate in Figura 15. Asa cum se poate
observa din figurd, tumorile de tip salbatic au continut mai multe celule CD8a pozitive decat tumorile
care supraexprima hGDF15 transgenic (tg).

Aceste rezultate sustin in continuare descoperirea potrivit cdreia, in conformitate cu prezenta
inventie, hGDF-15 scade procentul de Celulele T CD8" in cancerele solide si, pe cale de consecinta,
inhibitorii hGDF-15, cum ar fi anticorpii anti-GDF-15, pot fi utilizati pentru a creste procentul de celule T
CD8" intr-un cancer solid la un pacient uman.

Aplicabilitate industriala

Combinatiile de inhibitori, compozitiile si kiturile in conformitate cu prezenta inventie pot fi
fabricate industrial si vandute ca produse pentru metodele si utilizarile revendicate (de exemplu, pentru
tratarea unui cancer, asa cum a fost definit aici), In conformitate cu standardele cunoscute pentru
fabricarea produselor farmaceutice. In consecinta, prezenta inventie este aplicabila la scara industriala.
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(57) Revendiciri:

1. Inhibitor de hGDF-15 pentru utilizare intr-o metodd de imunoterapie impotriva cancerului,
metoda fiind o metoda de tratare a unui cancer solid in combinatie cu un agent de blocare a punctului de
control imunitar la un pacient uman, in care inhibitorul de hGDF-15 urmeazd si fie administrat
pacientului uman, in care inhibitorul de hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la hGDF-
15 sau o portiune a acestuia de legare la hGDF-15 si in care agentul de blocare a punctului de control
imunitar este selectat dintr-unul sau mai multe din urmatorul grup, format din:

i) un inhibitor de PD-1 uman, inhibitorul fiind un anticorp monoclonal capabil de legare la PD-1
uman sau o portiune a acestuia care se leaga la PD-1 uman; si

ii) un inhibitor de PD-L1 uman, inhibitorul fiind un anticorp monoclonal capabil de legare la PD-
L1 uman sau o portiune a acestuia care se leaga la PD-L1 uman.

2. Inhibitorul de hGDF-15 pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 1, in care pacientul
este un pacient care prezintd un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,2 ng/ml anterior inceperii
administrarii inhibitorului de hGDF-15, in care pacientul este de preferat, un pacient care prezintd un
nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,5 ng/ml anterior inceperii administrarii inhibitorului de hGDF-15 si
in care pacientul este mai de preferat, un pacient care prezinta un nivel seric de hGDF-15 de cel putin 1,8
ng/ml anterior Inceperii administrarii inhibitorului de hGDF-15;

si/sau in care cancerul este selectat din grupul format din melanom, cancer colorectal, cancer de
prostata, cancer de cap si gat, cancer urotelial, cancer de stomac, cancer pancreatic, cancer de ficat, cancer
testicular, cancer ovarian, cancer endometrial, cancer de col uterin, cancer cerebral, cancer de sin, cancer
gastric, carcinom cu celule renale, sarcom Ewing, cancer pulmonar cu celule non-mici si cancer pulmonar
cu celule mici, in care cancerul este, de preferat, selectat din grupul format din melanom, cancer
colorectal, cancer de prostata, cancer de cap si gat, cancer urotelial, cancer de stomac, cancer pancreatic,
cancer de ficat, cancer testicular, cancer ovarian, cancer endometrial si cancer de col uterin, si in care
cancerul este, mai de preferat, selectat din grupul format din melanom, cancer colorectal, cancer de
prostatd,cancer de cap si gat, cancer urotelial si cancer de stomac;

si/sau, in care cancerul este selectat din grupul format din melanom, carcinom bucal cu celule
scuamoase, cancer colorectal §i cancer de prostata.

3. Inhibitorul hGDF-15 pentru utilizare in conformitate cu oricare dintre revendicarile
precedente, in care inhibitorul este un anticorp monoclonal capabil de legare la hGDF-15 sau o portiune a
acestuia de legare la hGDF-15, in care

(i) legarea este legare la un epitop conformational sau discontinuu pe hGDF-15 si in care
epitopul conformational sau discontinuu este cuprins de secventele de aminoacizi din SEQ ID NR: 25 si
SEQ ID NR: 26 si/sau in care

(ii) anticorpul sau portiunea acestuia de legare la hGDF-15 cuprinde un domeniu variabil de lant
greu care cuprinde o regiune CDR1 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 3, o regiune
CDR2 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 4 si o regiune CDR3 care cuprinde secventa
de aminoacizi din SEQ ID NR: 5 si in care anticorpul sau portiunea acestuia de legare la hGDF-15
cuprinde un domeniu variabil de lant usor care cuprinde o regiune CDRI1 care cuprinde secventa de
aminoacizi din SEQ ID NR: 6, o regiune CDR2 care cuprinde secventa de aminoacizi ser-ala-ser si o
regiune CDR3 care cuprinde secventa de aminoacizi din SEQ ID NR: 7.

4. Inhibitorul hGDF-15 pentru utilizare in conformitate cu oricare dintre revendicarile
precedente,

in care metoda este o metoda pentru tratamentul metastazelor canceroase si/sau

in care inhibitorul de hGDF-15 creste procentul de celulele T CD8* in cancer prin cresterea
aderentei celulelor T CD8* la celulele endoteliale si, astfel, crescand intrarea celulelor T CD8* din fluxul
sanguin in cancer.

5. Compozitie care cuprinde un inhibitor de hGDF-15 si un agent de blocare a punctului de
control imunitar, in care inhibitorul hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la hGDF-15
sau o portiune a acestuia de legare la hGDF-15 si in care agentul de blocare punctului de control imunitar
este selectat dintr-unul sau mai multe din urmatorul grup format din:

i) un inhibitor de PD-1 uman, inhibitorul fiind un anticorp monoclonal capabil de legare la PD-1
uman sau o portiune a acestuia care se leaga la PD-1 uman; si

ii) un inhibitor de PD-L1 uman, inhibitorul fiind un anticorp monoclonal capabil de legare la PD-
L1 uman sau o parte a acestuia care se leagad la PD-L1 uman.

6. Compozitia in conformitate cu revendicarea 5, pentru utilizare in medicina.
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7. Kit care cuprinde un inhibitor de hGDF-15 si cel putin un agent de blocare a punctului de
control imunitar, in care inhibitorul de hGDF-15 este un anticorp monoclonal capabil de legare la hGDF-
15 sau o portiune a acestuia de legare la hGDF-15 si in care agentul de blocare punctului de control
imunitar este selectat dintr-unul sau mai multe din urmatorul grup format din:

i) un inhibitor de PD-1 uman, inhibitorul fiind un anticorp monoclonal capabil de legare la PD-1
uman sau o portiune a acestuia care se leaga la PD-1 uman; si

if) un inhibitor de PD-L1 uman, inhibitorul fiind un anticorp monoclonal capabil de legare la PD-
L1 uman sau o parte a acestuia care se leagd la PD-L.1 uman.

8. Kitul in conformitate cu revendicarea 7, in care inhibitorul de hGDF-15 si unul sau mai mulgi
sau toti agentii de blocare a punctelor de control imunitare sunt continuti in recipiente separate sau intr-un
singur recipient.

9. Compozitie pentru utilizare in medicind in conformitate cu revendicarea 6 sau un kit in
conformitate cu revendicarea 7 sau 8, pentru utilizare intr-o metoda pentru tratarea unui cancer solid, in
care metoda este, de preferat, o metoda pentru imunoterapie impotriva cancerului si in care cancerul este,
de preferat, agsa cum a fost definit in revendicarea 2.

10. Inhibitorul de hGDF-15 pentru utilizare in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-4, in
care utilizarea este o utilizare in combinatie cu acid poliinozinic:policitidilic, in care combinatia este o
combinatie cu acid poliinozinic:policitidilic.

11. Inhibitorul de hGDF-15 pentru utilizare in conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-4 si
10, in care utilizarea este o utilizare in combinatie cu un anticorp anti-CD40 uman stimulator al sistemului
imunitar, de preferat, un anticorp monoclonal anti-CD40 uman stimulator al sistemului imunitar.

12. Produs combinat care cuprinde un inhibitor de hGDF-15 si oricare dintre urmatoarele:

a) acid poliinozinic:policitidilic;

b) un anticorp anti-CD40 uman stimulator al sistemului imunitar, de preferat, un anticorp
monoclonal anti-CD40 uman stimulator al sistemului imunitar; sau

¢) acid poliinozinic:policitidilic si un anticorp anti-CD40 uman stimulator al sistemului imunitar,
de preferat, un anticorp monoclonal anti-CD40 uman stimulator al sistemului imunitar,

pentru utilizare intr-o metodd de tratare a unui cancer solid la un pacient uman, in care
combinatia cuprinde, in mod optional, un agent de blocare a punctului de control imunitar si in care
inhibitorul este un anticorp monoclonal capabil de legare la hGDF-15 sau o portiune a acestuia de legare
la hGDF-15.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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Figura 5

I
3500

I
3000

|
2500

|
2000
LDH (ng/ml)

o
- ey
s}
-
= o
|y
....................................................................... Q
=
o
o
Q - &
g D
|

I i | | I
0l 80 90 0 ¢0 00

(1 uspuodssal) uswejel} | sundsel sp esjelljigeqo.ld



B)

MD/EP 3355919 T2 2023.02.28

54

Figura 5, continuata
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 7, continuata
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Figura 9
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Figura 9, continuata
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Figura 10, continuata
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 14, continuatd
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