ES 2712736 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2712 736
GDint. Ci.;

A61K 39/00 (2006.01)
CO7K 16/30 (2006.01)
CO7K 16/40 (2006.01)
GO1N 33/574 (2006.01)
CO7K 16/28 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud internacional: ~ 22.06.2012 ~ PCT/EP2012/062114
Fecha y numero de publicacion internacional: 27.12.2012 WO012175691

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  22.06.2012  E 12729603 (6)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 05.12.2018  EP 2723376

Tl’tulo: Anticuerpos anti-Axl y sus usos

Prioridad: @ Titular/es:
22.06.2011 EP 11305793 INSERM (INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET
04.07.2011 US 201161504258 P DE LA RECHERCHE MEDICALE) (25.0%)

101, rue de Tolbiac

75013 Paris, FR;

ORIBASE PHARMA (25.0%);

UNIVERSITE DE MONTPELLIER (25.0%) y
INSTITUT REGIONAL DU CANCER DE
MONTPELLIER - VAL D'AURELLE (25.0%)

@ Inventor/es:

ROBERT, BRUNO;
FAUVEL, BENEDICTE;
CHEVE, GWENAEL;
YASRI, AZIZ;
LARBOURET, CHRISTEL;
LECONET, WILHEM;
CHARDES, THIERRY;
LARROQUE, CHRISTIAN y
PELEGRIN, ANDRE

Agente/Representante:
VEIGA SERRANO, Mikel

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
14.05.2019

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2712736 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos anti-Ax| y sus usos
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a anticuerpos anti-Axl y sus usos en métodos diagnoésticos y terapéuticos.
Antecedentes de la invencién

Axl pertenece a la subfamilia TAM de receptor de tirosina quinasas (RTK) que también incluyen Tyro3 y Mer. Los
receptores TAM se caracterizan por una combinacion de dos dominios tipo inmunoglobulina y repeticiones dobles de
fibronectina tipo Ill en la regién extracelular y un dominio de quinasa citoplasmatico. Los ligandos para los receptores
TAM son Gas6 (gen 6 especifico de la detencion del crecimiento) y la proteina S, dos proteinas dependientes de la
vitamina K que muestran 43 % de identidad de secuencia de aminoacidos y comparten estructuras de dominio
similares. Cada proteina tiene un dominio Gla N-terminal que contiene 11 restos de acido g-carboxiglutamico,
seguido de cuatro modulos tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF), y una estructura tipo globulina fijadora de la
hormona sexual (SHBG) C-terminal que consiste en dos dominios G de laminina tandem. EI dominio SHBG es tanto
necesario como suficiente para la union y activacion del receptor TAM, mientras que el dominio Gla une los
fosfolipidos de la membrana negativamente cargados y juega un importante papel en la fagocitosis mediada por
TAM de las células apoptéticas. La activacion y la sefializacion de TAM ha estado implicada en las respuestas
celulares multiples incluyendo la supervivencia, proliferacién, migracion y adhesion celular.

La desregulacion de Axl o su ligando Gas6 estan implicada en la patogénesis de una diversidad de canceres
humanos. Se ha publicado que la sobreexpresién de Axl en una amplia serie de canceres humanos (de pulmoén,
prostata, mama, gastrico, pancreatico, de ovario, tiroides, canceres sanguineos, carcinoma celular renal asi como
glioblastoma...) y esta asociada con la invasividad, metastasis y prognosis negativa. Estos descubrimientos sugieren
que Axl puede estar implicada en la regulaciéon de multiples aspectos de la tumorigénesis incluyendo el crecimiento,
invasion y angiogénesis tumoral y, por tanto, representa un objetivo para la intervencion terapéutica en cancer
especialmente para el desarrollo de terapia anti-cancer metastatico y para otro tratamiento de cancer mudiltiple
incluyendo el tratamiento de la resistencia a farmaco.

Por consiguiente, se han descrito anticuerpos monoclonales anti-Axl para su uso en el tratamiento de canceres. Por
ejemplo, las publicaciones en relacidon con los anticuerpos anti-Axl incluyen los documentos W02009/063965,
W02009/062690 y W0O2011/014457.

Otros papeles de Axl dependientes o no de sus ligandos tales como la inhibicién de las funciones inmunes, la
activacion de la agregacion de plaquetas y las inductoras de la infeccion virica (como ejemplo, la absorcion del virus
del Ebola y Lassa es fomentada por Axl) destacan el potencial de Axl como objeto terapéutico para otras
aplicaciones distintas de la oncologia.

Compendio de la invencion

La presente invencion esta definida en las reivindicaciones. La presente invencién se refiere a un anticuerpo
monoclonal que tiene especificidad por Axl, comprendiendo una regién variable de la cadena pesada que
comprende la SEQ ID NO:2 en la regién H-CDR1, la SEQ ID NO:3 en la region H-CDR2 y la SEQ ID NO:4 en la
region H-CDR3; y una region variable de la cadena ligera que comprende la SEQ ID NO:6 en la region L-CDR1, la
SEQ ID NO:7 en la regién L-CDR2 y la SEQ ID NO:8 en la region L-CDR3. Dicho anticuerpo monoclonal se une al
dominio extracelular de Axl por las SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11.

Descripcion detallada de la invencidén
Definiciones:

El término “AxI” tiene su significado general en la técnica y se refiere a la Axl humana. Axl también es conocida como
“Ark”, “Tyro-7", “ufo” o “jtk11”.

El término “anticuerpo anti-Axl” se refiere a un anticuerpo dirigido a Axl.

Segun la presente invencion, “anticuerpo” o “inmunoglobulina” tiene el mismo significado, y se usara igualmente en
la presente invencién. El término “anticuerpo” como se usa en el presente documento se refiere a moléculas de
inmunoglobulina y partes inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que
contienen un sitio de unién a antigeno que se une inmunoespecificamente a un antigeno. Por definicién, el término
anticuerpo abarca no solamente las moléculas de anticuerpo completas, sino también fragmentos del anticuerpo asi
como variantes (incluyendo derivados) de los anticuerpos y los fragmentos del anticuerpo. En anticuerpos naturales,
dos cadenas pesadas estan ligadas una con otra por enlaces disulfuros y cada cadena pesada esta ligada a una
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cadena ligera por un enlace disulfuro. Hay dos tipos de cadena ligera, lambda (1) y kappa (k). Hay cinco clases de
cadena pesada principales (o isotipos) que determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM,
IgD, IgG, IgA y IgE. Cada cadena contiene distintos dominios de secuencia. La cadena ligera incluye dos dominios,
un dominio variable (VL) y un dominio constante (CL). La cadena pesada incluye cuatro dominios, un dominio
variable (VH) y tres dominios constantes (CH1, CH2 y CHS3, colectivamente referidos como CH). Las regiones
variables de tanto las cadenas ligeras (VL) como las pesadas (VH) determinan el reconocimiento y la especificidad
de unidn al antigeno. Los dominios de la region constante de las cadenas ligeras (CL) y pesadas (CH) confieren
propiedades bioldgicas importantes tales como la asociacién de cadena de anticuerpo, secrecién, movilidad
transplacental, unién complemento, y unién a receptores Fc (FcR). El fragmento Fv es la parte N-terminal del
fragmento Fab de una inmunoglobulina y consiste en las partes variables de una cadena ligera y una cadena
pesada. La especificidad del anticuerpo reside en la complementariedad estructural entre el sitio de combinacion al
anticuerpo y el determinante antigénico. Los sitios de combinacion con el anticuerpo estan compuestos de restos
que principalmente son de regiones hipervariables o determinantes de la complementariedad (CDR).
Ocasionalmente, los restos de las regiones no hipervariables o estructurales (FR) influyen en la estructura de
dominio completa y, por lo tanto, en el sitio de combinacion. Las regiones determinantes de la complementariedad o
CDR se refieren a secuencias de aminoacidos que definen juntas la afinidad y especificidad de unién de la region Fv
natural de un sitio de uniéon de inmunoglobulina nativo. Las cadenas ligeras y pesadas de una inmunoglobulina
tienen cada una tres CDR, denominadas L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3 y H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, respectivamente.
Un sitio de unién a antigeno, por lo tanto, incluye seis CDR, comprendiendo el conjunto de CDR de cada una de la
region V de una cadena pesada y una ligera. Las regiones estructurales (FR) se refieren a secuencias de
aminoacidos interpuestas entre las CDR.

El término “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que comprende un dominio VH y un domino VL de un
anticuerpo derivado del anticuerpo 20G7-D9, y un dominio CH y un dominio CL de un anticuerpo humano.

Segun la invencion, el término “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo que tiene la regién estructural
variable y regiones constantes de un anticuerpo humano pero retiene las CDR del anticuerpo 20G7-D9.

El término “Fab” indica un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente 50.000 y
actividad de union a antigeno, en el que aproximadamente una mitad del extremo N-terminal de la cadena H y la
cadena L entera, entre los fragmentos obtenidos tratando IgG con una proteasa, papaina, se unen juntas a través de
un enlace disulfuro.

El término “F(ab’)2” se refiere a un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente
100.000 y actividad de union a antigeno, el cual es ligeramente mayor que el Fab unido por un enlace disulfuro de la
region bisagra, entre los fragmentos obtenidos tratando IgG con una proteasa, pepsina.

El término “Fab” se refiere a un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente 50.000 y
actividad de union a antigeno, el cual se obtiene cortando un enlace disulfuro de la regién bisagra del F(ab’)2.

Un polipéptido Fv de cadena sencilla (“scFv”) es un heterodimero VH::VL covalentemente ligado que normalmente
se expresa a partir de una fusion génica que incluye genes codificantes de VH y VL ligados por un codificante
péptido conector. “dsFv” es un heterodimero VH::VL estabilizado por un enlace disulfuro. Los fragmentos de
anticuerpo divalentes y multivalentes se pueden formar cualquiera de los dos espontaneamente por asociacion de
scFv monovalentes, o se pueden generar acoplando scFv monovalentes por un péptido conector, tal como sc(Fv)2
divalente.

El término “diacuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpo pequefios con dos sitios de unién a antigeno, tales
fragmentos comprenden un dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de la
cadena ligera (VL) en la misma cadena de polipéptido (VH-VL). Usando un conector que es demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios estan forzados a emparejarse
con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno.

Por “purificado” y “aislado” se quiere decir, cuando se refiere a un anticuerpo segun la invenciéon o a una secuencia
de nucledtidos, que la molécula indicada esta presente en ausencia sustancial de otras macromoléculas bioldgicas
del mismo tipo. El término “purificado” como se usa en el presente documento preferiblemente quiere decir que esta
presente al menos el 75 % en peso, mas preferiblemente al menos 85 % en peso, mas preferiblemente aun al
menos 95 % en peso, y lo mas preferiblemente al menos 98 % en peso, de las macromoléculas biolégicas del
mismo tipo. Una molécula de acido nucleico “aislada” que codifica un polipéptido particular se refiere a una molécula
de acido nucleico que esta basicamente libre de otras moléculas de acido nucleico que no codifican el polipéptido;
sin embargo, la molécula puede incluir algunas bases o restos adicionales que no afectan de manera perjudicial a
las caracteristicas basicas de la composicion.

Anticuerpos de la invencion:

La presente invencion proporciona anticuerpos anti-Axl aislados o sus fragmentos. En particular, los inventores han
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planteado un anticuerpo anti-Axl murino (20G7-D9) que produce hibridoma. Los inventores han clonado y
caracterizado el dominio variable de las cadenas ligeras y pesadas de dicho mAb 20G7-D9 y, por tanto, han
determinado el dominio de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de dicho anticuerpo como se
describe en la Tabla 1:

Dominios Secuencia
de mAb
20G7D9

VH QVQLQQSGAELMKPGASVKMSCKAAGYTFSSYWIEWVRQRPGH
GLEWIGEIFPGSDSTNYNEKFNDRATFTADTSSNTAYMQLSSLTSE

DSAVYYCARPLYYGSSAWFAYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO:1)

H CDR1 | SYWIE (SEQ ID NO:2)
H CDR2 | EIFPGSDSTNYNEKFND (SEQ ID NO:3)
H CDR3 | PLYYGSSAWFAY (SEQ ID NO:4)

VL DIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASENIYSYLTWYQQKQRKSPQ
LLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPEDFGTYYCQH

HYATPWTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO:5)
L CDR1_| RASENIYSYLT (SEQ ID NO:6)

L CDR2 | NAKTLA (SEQ ID NO:7)

L CDR3 | QHHYATPWT (SEQ ID NO:8)

Por lo tanto, la invencién se refiere a un anticuerpo monoclonal que tiene especificidad por Axl, que comprende una
cadena pesada en donde el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en la SEQ ID NO:2 para H-CDR1, la SEQ ID NO:3 para H-CDR2 y la SEQ ID NO:4 para H-
CDRS3.

La invencién también se refiere a un anticuerpo monoclonal que tiene especificidad por Axl, que comprende una
cadena ligera en donde el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en la SEQ ID NO:6 para L-CDR1, la SEQ ID NO:7 para L-CDR2 y la SEQ ID NO:8 para L-CDR3.

El anticuerpo monoclonal de la invencion, puede comprender una cadena pesada en donde el dominio variable
comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:2
para H-CDR1, la SEQ ID NO:3 para H-CDR2 y la SEQ ID NO:4 para H-CDR3 y una cadena ligera en donde el
dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO:6 para L-CDR1, la SEQ ID NO:7 para L-CDR2 y la SEQ ID NO:8 para L-CDR3.

En particular, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal anti-Axl que comprende:

- una region variable de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO:2 en la regién H-CDR1, la SEQ ID NO:3
en la region H-CDR2 y la SEQ ID NO:4 en la region H-CDR3; y

- una region variable de la cadena ligera que comprende la SEQ ID NO:6 en la region L-CDR1, la SEQ ID NO:7 en
la regién L-CDR2 y la SEQ ID NO:8 en la region L-CDR3.

En una realizacion particular, la regién variable de la cadena pesada de dicho anticuerpo tiene el conjunto de
secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO:1 y/o la region variable de la cadena ligera tiene la secuencia
de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO:5.

En otra realizacion, el anticuerpo monoclonal de la invencion es un anticuerpo quimeérico, preferiblemente un
anticuerpo de raton/humano quimérico. En particular, dicho anticuerpo quimérico de ratén/humano puede
comprender los dominios variables del anticuerpo 20G7-D9 como se definieron anteriormente.

En otra realizacién, el monoclonal de la invencién es un anticuerpo humanizado. En particular, en dicho anticuerpo
humanizado, el dominio variable comprende regiones estructurales aceptadoras humanas, y opcionalmente el
dominio constante humano donde esta presente, y CDR donantes no humanas, tales como CDR de ratén como se
definieron anteriormente.

La invencién proporciona ademas fragmentos anti-Axl dirigidos a Axl de dichos anticuerpos que incluyen pero no se
limitan a Fv, Fab, F(ab’)2, Fab’, dsFv, scFv, sc(Fv)2 y diacuerpos.
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La invencion proporciona ademas anticuerpo o fragmentos de anti-Axl que se unen a las secuencias de aminoacidos
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11 en la parte extracelular de Axl.

mAb 20G7-D9 Secuencia de Axl humana (epitopo)
Dominio 2 tipo I1gG TSSFSCEAHNAK (SEQ ID NO:9)
Dominio 1 de FN3 GMGIQAGEPDPPEE (SEQ ID NO:10)
Dominio 2 de FN3 TPEVLMDIGLRQE (SEQ ID NO:11)

En otro aspecto, la invencion se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5; SEQ ID NO:6; SEQ ID NO:7 y
SEQ ID NO:8.

Métodos de produccion de los anticuerpos de la invencion:

Los anticuerpos Anti-Axl de la invencién se pueden producir por cualquier técnica conocida en la técnica, tal como,
sin limitacién, cualquier técnica quimica, bioldgica, genética o enzimatica, o bien sola o en combinacion.

Conociendo la secuencia de aminoacidos de la secuencia deseada, un experto en la técnica facilmente puede
producir dichos anticuerpos, por técnicas estandar para la produccion de los polipéptidos. Por ejemplo, se pueden
sintetizar usando el método bien conocido de la fase solida, preferiblemente usando un aparato de sintesis peptidica
comercialmente disponible (tal como el producido por Applied Biosystems, Foster City, California) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Alternativamente, los anticuerpos de la invencién se pueden sintetizar mediante
técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden obtener como
productos de expresion de ADN después de la incorporacién de secuencias de ADN que codifican los anticuerpos
en los vectores de expresion y la introduccién de tales vectores en hospedadores eucariotas y procariotas
adecuados que expresaran los anticuerpos deseados, a partir de los cuales se pueden aislar mas tarde usando
técnicas bien conocidas.

Por consiguiente, un objetivo adicional de la invencion se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que codifican
un anticuerpo de acuerdo con la invencion. Mas particularmente, la secuencia de acidos nucleicos codifica una
cadena pesada o una cadena ligera de un anticuerpo de la invencion.

Generalmente, dicho acido nucleico es una molécula de ADN o ARN, la cual se puede incluir en cualquier vector
adecuado, tal como un plasmido, coésmido, episoma, cromosoma artificial, fago o un vector virico.

Los términos “vector”, “vector de clonacion” y “vector de expresion” quieren decir el vehiculo por el que se puede
introducir una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen foraneo) en una célula hospedadora, para transformar
el hospedador y fomentar la expresién (por ejemplo, transcripcion y traduccion) de la secuencia introducida.

Asi, un objetivo adicional de la invencion se refiere a un vector que comprende un acido nucleico de la invencion.

Tales vectores pueden comprender elementos reguladores, tales como un promotor, potenciador, terminador y
similares, para provocar o dirigir la expresion de dicho anticuerpo tras la administracién a un sujeto. Ejemplos de
promotores y potenciadores usados en el vector de expresion para la célula animal incluyen promotor y potenciador
temprano de SV40 (Mizukami T. y col. 1987), promotor LTR y potenciador del virus de la leucemia de ratén de
Moloney (Kuwana Y y col. 1987), promotor (Mason JO y col, 1985) y potenciador (Gillies SD y col. 1983) de la
cadena H de la inmunoglobulina y similares.

Se puede usar cualquier vector de expresion para la célula animal, siempre que se pueda insertar y expresar un gen
que codifica la region C del anticuerpo humano. Ejemplos de vectores adecuados incluyen pAGE107 (Miyaji H y col.
1990), pAGE103 (Mizukami T y col. 1987), pHSG274 (Brady G y col. 1984), pKCR (O’Hare K y col. 1981), pSG1
beta d2-4-(Miyaji H y col. 1990) y similares.

Otros ejemplos de plasmidos incluyen los plasmidos replicantes que comprenden un origen de replicacion, o
plasmidos integrativos, tales como por ejemplo pUC, pcADN, pBR y similares.

Otros ejemplos de vector virico incluyen vectores adenoviricos, retroviricos, del virus del herpes y vectores de AAV.
Tales virus recombinantes se pueden producir por técnicas conocidas en la técnica, tales como por transfeccién de
células de empaquetamiento o por transfeccién transitoria con plasmidos o virus auxiliares. Ejemplos tipicos de
células de empaquetamiento de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPenv+, células 293, etc. Se
pueden encontrar protocolos detallados para la produccién de tales virus recombinantes deficientes en replicacion,
por ejemplo, en los documentos WO 95/14785, WO 96/22378, US 5.882.877, US 6.013.516, US 4.861.719, US
5.278.056 y WO 94/19478.

Un objetivo adicional de la presente invencién se refiere a una célula hospedadora que se ha sometido a
transfeccion, infectado o transformado por un acido nucleico y/o un vector segun la invencion.
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El término “transformacion” quiere decir la introduccién de un gen “foraneo” (es decir, extrinseco o extracelular),
secuencia de ADN o ARN a una célula hospedadora, de manera que la célula hospedadora expresara el gen o
secuencia introducida para producir una sustancia deseada, generalmente una proteina o enzima codificada por el
gen o la secuencia introducida. Una célula hospedadora que recibe y expresa ADN o ARN introducido se ha
“transformado”.

Los acidos nucleicos de la invencion se pueden usar para producir un anticuerpo de la invencion en un sistema de
expresion adecuado. El término “sistema de expresion” quiere decir una célula hospedadora y vector compatible
bajo condiciones adecuadas, por ejemplo, para la expresion de una proteina codificada por ADN foraneo portado por
el vector e introducido a la célula hospedadora.

Los sistemas de expresién comunes incluyen células hospedadoras de E. coli y vectores plasmidos, células
hospedadoras de insecto y vectores de Baculovirus, y células hospedadoras y vectores de mamifero. Otros ejemplos
de células hospedadoras incluyen, sin limitacion, célula procariotas (tales como bacterias) y células eucariotas (tales
como células de levadura, células mamiferas, células de insecto, células vegetales, etc.). Ejemplos especificos
incluyen E. coli, Levaduras de Kluyveromyces o Saccharomyces, lineas celulares mamiferas (por ejemplo, células
Vero, células CHO, células 3T3, células COS, etc.) asi como cultivos celulares mamiferos primarios o establecidos
(por ejemplo, producidos de linfoblastos, fibroblastos, células embrionarias, células epiteliales, células nerviosas,
adipocitos, etc.). Los ejemplos también incluyen la célula SP2/0-Ag14 de raton (ATCC CRL1581), célula P3X63-
Ag8.653 de raton (ATCC CRL1580), célula CHO en la que un gen de deshidrofolato reductasa (mas adelante
referido como “gen de DHFR”) es defectuoso (Urlaub G y col.; 1980), célula YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 de rata
(ATCC CRL1662, mas adelante referida como “célula YB2/0"), y similares.

La presente invencion también se refiere a un método de produccion de una célula hospedadora recombinante que
expresa un anticuerpo segun la invencién, comprendiendo dicho método las etapas de: (i) introducir in vitro o ex vivo
un acido nucleico recombinante o un vector como se ha descrito anteriormente en una célula hospedadora
competente, (ii) cultivar in vifro o ex vivo la célula hospedadora recombinante obtenida y (iii), opcionalmente,
seleccionar las células que expresan y/o secretan dicho anticuerpo. Tales células hospedadoras recombinantes se
pueden usar para la produccién de anticuerpos de la invencion.

En otra realizacion particular, el método comprende las etapas de:

(i) cultivar el hibridoma 20G7-D9 bajo condiciones adecuadas para permitir la expresion del anticuerpo 20G7-D9;

y
(ii) recuperar el anticuerpo expresado.

Los anticuerpos de la invencion se separan adecuadamente del medio de cultivo por procedimientos de purificacion
de inmunoglobulina convencional tales como, por ejemplo, proteina A-Sefarosa, cromatografia por hidroxilapatita,
electroforesis en gel, didlisis, o cromatografia de afinidad.

En una realizaciéon particular, el anticuerpo quimérico humano de la presente invencidon se puede producir
obteniendo secuencias nucleicas que codifican los dominios VL y VH como se ha descrito previamente,
construyendo un vector de expresién de anticuerpo quimérico humano insertandolas en un vector de expresion para
la célula animal que tiene genes que codifican CH del anticuerpo humano y CL del anticuerpo humano, y
expresando la secuencia codificante introduciendo el vector de expresion en una célula animal.

Como dominio de CH de un anticuerpo quimérico humano, puede ser cualquier regidon que pertenece a la
inmunoglobulina humana, pero aquellos de clase IgG son adecuados y también se puede usar uno cualquiera de las
subclases que pertenecen a la clase IgG, tal como IgG1, 1gG2, 1IgG3 y IgG4. También, como CL de un anticuerpo
quimérico humano, puede ser cualquier regién que pertenezca a Ig, y se pueden usar aquellas de la clase kappa o la
clase lambda.

Los métodos para la produccion de anticuerpos quiméricos implican ADN recombinante convencional y las técnicas
de transfeccion génica son bien conocidas en la técnica (Véase Morrison SL y col. (1984) y los documentos de
patente US5.202.238; y US5.204.244).

El anticuerpo humanizado de la presente invencion se puede producir obteniendo secuencias de acidos nucleicos
que codifican los dominios de CDR, como se ha descrito previamente, construyendo un vector de expresion de
anticuerpo humanizado insertandolas en un vector de expresion para la célula animal que tiene genes que codifican
(i) una region constante de la cadena pesada idéntica a la de un anticuerpo humano vy (ii) una regién constante de la
cadena ligera idéntica a la de un anticuerpo humano, y expresando los genes introduciendo el vector de expresion
en una célula animal.

El vector de expresion del anticuerpo humanizado puede ser o bien de un tipo en el que un gen que codifica una
cadena pesada del anticuerpo y un gen que codifica una cadena ligera del anticuerpo existe en vectores separados
o de un tipo en el que ambos genes existen en el mismo vector (tipo tandem). Respecto a la facilidad de
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construcciéon de un vector de expresion de anticuerpo humanizado, la facilidad de introduccion en las células
animales, y el equilibrio entre los niveles de expresion de las cadenas H y L del anticuerpo en las células animales,
se prefiere el vector de expresion del anticuerpo humanizado del tipo tandem (Shitara K y col., 1994). Ejemplos del
vector de expresion del anticuerpo humanizado tipo tandem incluyen pKANTEX93 (documento WO 97/10354),
pEE18 y similares.

Los métodos para la produccion de anticuerpos humanizados basados en el ADN recombinante convencional y las
técnicas de transfeccidon génica son bien conocidos en la técnica (Véase, por ejemplo, Riechmann L. y col. 1988;
Neuberger MS y col, 1985). Los anticuerpos se pueden humanizar usando una diversidad de técnicas conocidas en
la técnica incluyendo, por ejemplo, injerto de CDR (documento EP 239.400; publicacion PCT W091/09967; patentes
americanas N.° 5.225.539; 5.530.101; y 5.585.089), recubrimiento o revestimiento (documentos EP 592.106; EP
519.596; Padlan EA (1991); Studnicka GM y col. (1994); Roguska MA. y col. (1994)), e intercambio de cadena
(patente americana N.° 5.565.332). También se conoce la tecnologia de ADN recombinante general para la
preparacién de tales anticuerpos (véase la solicitud de patente europea EP 125023 y la solicitud de patente
internacional WO 96/02576).

El Fab de la presente invencion se puede obtener tratando un anticuerpo que reacciona especificamente con Axl con
una proteasa, papaina. También, el Fab se puede producir insertando ADN que codifica Fab del anticuerpo en un
vector para el sistema de expresion procariota, o para el sistema de expresion eucariota, e introduciendo el vector en
un procariota o eucariota (como sea apropiado) para expresar el Fab.

El F(ab’)2 de la presente invencién se puede obtener tratando un anticuerpo que reacciona especificamente con Axl
con una proteasa, pepsina. También, el F(ab’)2 se puede producir uniendo el Fab’ descrito mas adelante por un
enlace tioéter o un enlace disulfuro.

El Fab’ de la presente invencién se puede obtener tratando F(ab’)2 que reacciona especificamente con Axl con un
agente de reduccién, ditiotreitol. También, el Fab’ se puede producir insertando ADN que codifica el fragmento Fab’
del anticuerpo en un vector de expresion para procariota, o un vector de expresion para eucariota, e introduciendo el
vector en un procariota o eucariota (como sea apropiado) para llevar a cabo su expresion.

El scFv de la presente invencion se puede producir obteniendo ADNc que codifica los dominios VH y VL como se ha
descrito previamente, construyendo ADN que codifica scFv, insertando el ADN dentro de un vector de expresion
para procariota, 0 un vector de expresién para eucariota y, a continuacion, introduciendo el vector de expresién en
un procariota o eucariota (como sea apropiado) para expresar el scFv. Para generar un fragmento scFv humanizado,
se puede usar una tecnologia bien conocida llamada injerto de CDR, la cual implica seleccionar las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) a partir de un fragmento scFv donante, e injertarlas sobre una region
estructural del fragmento scFv humano de estructura tridimensional conocida (véase, por ejemplo, los documentos
W098/45322; WO 87/02671; US5.859.205; US5.585.089; US4.816.567; EP0173494).

Se contempla(n) modificacidon(es) de secuencia de aminoacidos de los anticuerpos descritos en el presente
documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades bioldgicas del
anticuerpo. Se sabe que cuando un anticuerpo humanizado se produce injertando simplemente solamente las CDR
en VH y VL de un anticuerpo derivado de un animal no humano en las FR de la VH y VL de un anticuerpo humano,
la actividad de union a antigeno se reduce en comparacién con la del anticuerpo original derivado de un animal no
humano. Se considera que varios restos de aminoacido de la VH y VL del anticuerpo no humano, no solamente en
CDR sino en FR, estan directamente o indirectamente asociados con la actividad de unién a antigeno. Por lo tanto,
la sustitucion de estos restos de aminoacido con diferentes restos de aminoacido derivados de las FR de la VH y VL
del anticuerpo humano reduciria la actividad de union. Para resolver el problema, en los anticuerpos injertados con
CDR humana, los intentos tienen que ser realizados para identificar, entre las secuencias de aminoacidos de la FR
de la VH y VL de los anticuerpos humanos, un resto de aminoacido que esta directamente asociado con la unién al
anticuerpo, o que interacciona con un resto de aminoacido de CDR, o que conserva la estructura tridimensional del
anticuerpo y que estd directamente asociado con la unién al antigeno. La actividad de unién a antigeno reducida se
podria incrementar reemplazando los aminoacidos identificados con los restos de aminoacido del anticuerpo original
derivado de un animal no humano.

Las modificaciones y los cambios se pueden realizar en la estructura de los anticuerpos de la presente invencion, y
en las secuencias de ADN que los codifica, y todavia obtienen una molécula funcional que codifica un anticuerpo
con las caracteristicas deseables.

En la realizacion de los cambios en las secuencias amino, se puede considerar el indice hidropatico de los
aminoacidos. La importancia del indice hidropatico de los aminoacidos en conceder la funcion biolégica interactiva
sobre una proteina es en general entendida en la técnica. Se acepta que el caracter hidropatico relativo de los
aminoacidos contribuye a la estructura secundaria de la proteina resultante, la cual poco a poco define la interaccion
de la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN, anticuerpos, antigenos y
similares. A cada aminoacido se ha asignado un indice hidropatico segun su hidrofobicidad y caracteristicas de
carga estos son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina
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(+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6);
histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

Un objetivo adicional de la presente invencidon también abarca las variantes conservadoras de la funcién de los
anticuerpos de la presente invencion.

Las “variantes conservadoras de la funciéon” son aquellas en las que un resto de aminoacido dado en una proteina o
enzima se ha cambiado sin alterar la conformacion general y la funcién del polipéptido, incluyendo, pero no limitado
a, reemplazamiento de un aminoacido con uno que tiene propiedades similares (tales como, por ejemplo, polaridad,
potencial de union a hidrégeno, acidas, basicas, hidréfobas, aromaticas, y similares). Los aminoacidos distintos a los
indicados como conservados pueden diferir en una proteina de manera que el porcentaje de similitud de proteina o
secuencia de aminoacidos entre cualquiera de las dos proteinas de funcion similar puede variar y puede ser, por
ejemplo, del 70 % al 99 % determinado segun un esquema de alineamiento tal como por el método de
agrupamiento, en donde la similitud se basa en el algoritmo MEGALIGN. Una “variante conservadora de la funcion”
también incluye un polipéptido que tiene al menos 60 % de identidad de aminoacidos determinado por los algoritmos
BLAST o FASTA, preferiblemente al menos 75 %, mas preferiblemente al menos 85 %, mas preferiblemente al
menos 90 %, e incluso mas preferiblemente al menos 95 %, y que tiene las mismas propiedades o funciones o
basicamente similares que la proteina nativa o parental con la que se compara.

Dos secuencias de aminoacidos son “basicamente homologas” o “basicamente similares” cuando mas del 80 %,
preferiblemente mas del 85 %, preferiblemente mas del 90 % de los aminoacidos son idénticos, o mas de
aproximadamente 90 %, preferiblemente mas del 95 %, son similares (funcionalmente idénticas) por toda la longitud
de la secuencia mas corta. Preferiblemente, las secuencias similares u homologas se identifican por alineamiento
usando, por ejemplo, el programa “pileup” de GCG (Genetics Computer Group, manual de programa para el paquete
de GCG, Version 7, Madison, Wisconsin), o cualquiera de los algoritmos de comparacion de secuencia tales como
BLAST, FASTA, etc.

Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden estar sustituidos con otros aminoacidos en una estructura proteica sin
pérdida apreciable de actividad. Puesto que la capacidad interactiva y la naturaleza de una proteina definen la
actividad funcional biolégica de la proteina, se pueden realizar ciertas sustituciones de aminoacidos en una
secuencia de proteina, y, por supuesto, en su secuencia codificante de ADN, mientras que no obstante obtienen una
proteina con propiedades similares. Por tanto, se contempla que se pueden realizar diversos cambios en las
secuencias de anticuerpos de la invencidén, o las correspondientes secuencias de ADN que codifican dichos
anticuerpos, sin pérdida apreciable de su actividad bioldgica.

Se conoce en la técnica que ciertos aminoacidos pueden estar sustituidos con otros aminoacidos que tienen un
indice o puntuacién hidropética similar y todavia dan como resultado una proteina con similar actividad bioldgica, es
decir, todavia obtienen una proteina funcionalmente equivalente bioldgica.

Como se perfilé anteriormente, las sustituciones de aminoacidos, por lo tanto, en general se basan en la relativa
similitud de los sustituyentes de la cadena lateral de aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad,
carga, tamafo y similares. Sustituciones ilustrativas que toman diversas de las anteriores caracteristicas en
consideracion son bien conocidas por los expertos en la técnica e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato;
serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

Por consiguiente, la invencion también proporciona un anticuerpo que comprende una cadena pesada en donde el
dominio variable comprende:

- una H-CDR1 que tiene al menos 90 % o 95 % de identidad con la secuencia expuesta como SEQ ID NO:2,

- una H-CDR2 que tiene al menos 90 % o 95 % de identidad con la secuencia expuesta como SEQ ID NO:3,

- una H-CDR3 que tiene al menos 90 % o 95 % de identidad con la secuencia expuesta como SEQ ID NO:4,

- una L-CDR1 que tiene al menos 90 % 0 95 % de identidad con la secuencia expuesta como SEQ ID NO:6,

- una L-CDR2 que tiene al menos 90 % o 95 % de identidad con la secuencia expuesta como SEQ ID NO:7,

- una L-CDR3 que tiene al menos 90 % 0 95 % de identidad con la secuencia expuesta como SEQ ID NO:8, y

- que se une especificamente a Axl con basicamente la misma afinidad que un anticuerpo que comprende una
cadena pesada en donde el dominio variable comprende la SEQ ID NO:2 para H-CDR1, la SEQ ID NO:3 para H-
CDR2 y la SEQ ID NO:4 para HCDR3 y una cadena ligera en donde el dominio variable comprende la SEQ ID
NO:6 para L-CDR1, la SEQ ID NO:7 para LCDR2 y la SEQ ID NO:8 para L-CDR3, y mas preferiblemente con
basicamente la misma afinidad que el anticuerpo anti-Axl murino 20G7-D9.

Por consiguiente, la invencion también proporciona un anticuerpo que se une al dominio 2 tipo inmunoglobulina,
dominio 1 de FN3 y dominio 2 de FN3 de la parte extracelular de Axl (secuencias de aminoacidos de epitopo de Axl
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11).

Dichos anticuerpos se pueden analizar para la unién especifica por cualquier método conocido en la técnica.
Muchos formato(s) de ensayo de unién competitivo diferente se pueden usar para la preclasificacion (binning) de
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epitopo. Los inmunoensayos que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, sistemas de ensayo competitivo que
usan técnicas tales como transferencias Western, radioinmunoensayos, ELISA, inmunoensayos tipo “sandwich”,
ensayos de inmunoprecipitacion, ensayos con precipitina, ensayos con precipitina de difusion en gel, ensayos
inmunorradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos con proteina A, y ensayos de fijacién de
complemento. Tales ensayos son rutinarios y bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel y col., eds,
1994 Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & sons, Inc., Nueva York). Por ejemplo, el
BIACORE® (GE Healthcare, Piscaataway, NJ) es uno de una diversidad de formatos de ensayo de resonancia por
plasmones superficiales que se usan de manera rutinaria para paneles de preclasificacién de epitopo de anticuerpos
monoclonales. Ademas, se pueden realizar los ensayos de bloqueo cruzado rutinarios tales como aquellos descritos
en “Antibodies, A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane, 1988.

Los anticuerpos modificados por ingenieria de la invencion incluyen aquellos en los que las modificaciones se han
realizado a restos de la region estructural dentro de VH y/o VL, por ejemplo, para mejorar las propiedades del
anticuerpo. Generalmente tales modificaciones de la region estructural se realizan para disminuir la inmunogenicidad
del anticuerpo. Por ejemplo, un planteamiento es “retromutar” uno o mas restos de la region estructural a la
correspondiente secuencia de la linea germinal. Mas especificamente, un anticuerpo que se ha sometido a mutacion
somatica puede contener restos de la region estructural que difieren de la secuencia de la linea germinal de la que
se deriva el anticuerpo. Tales restos se pueden identificar comparando las secuencias de la regién estructural del
anticuerpo con las secuencias de la linea germinal de la que se deriva el anticuerpo. Para volver las secuencias de
la regién estructural a su configuracion de la linea germinal, las mutaciones somaticas se pueden “retromutar” a la
secuencia de la linea germinal mediante, por ejemplo, mutagénesis dirigida a sitio o mutagénesis mediada por PCR.
Tales anticuerpos “retromutados” también pretenden estar abarcados por la invencién. Otro tipo de modificacion de
la region estructural implica la mutacién de uno o mas restos dentro de la region estructural, o incluso dentro de una
0 mas regiones CDR, para separar los epitopos del linfocito T para de ese modo reducir la inmunogenicidad
potencial del anticuerpo. Este planteamiento también se refiere como “desinmunizacion” y se describe a mas detalle
en la publicacién de patente americana N.° 20030153043 de Carr y col.

Ademas de o alternativamente a las modificaciones realizadas dentro de las regiones estructurales o CDR, los
anticuerpos de la invencion se pueden modificar por ingenieria para incluir modificaciones dentro de la regién Fc,
generalmente para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como semivida del suero, fijacién
del complemento, unién a receptor Fc, y/o citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Ademas, se puede
modificar quimicamente un anticuerpo de la invencion (por ejemplo, se puede unir uno 0 mas restos quimicos al
anticuerpo) o se pueden modificar para alterar su glicosilacién, de nuevo para alterar una o mas propiedades
funcionales del anticuerpo. Cada una de estas realizaciones se describen a mas detalle mas adelante. La
numeracion de los restos en la region Fc es la del indice EU de Kabat.

En una realizacion, la region bisagra de CHI se modifica de modo que el nimero de restos de cisteina en la region
bisagra esta alterada, por ejemplo, incrementada o disminuida. Este planteamiento se describe mas en el
documento de patente americana N.° 5.677.425 de Bodmer y col. El nimero de restos de cisteina en la region
bisagra de CHI esta alterada, por ejemplo, para facilitar el ensamblaje de las cadenas ligeras y pesadas o para
incrementar o disminuir la estabilidad del anticuerpo.

En otra realizacion, se muta la region bisagra de Fc de un anticuerpo para disminuir la semivida bioldgica del
anticuerpo. Mas especificamente, se introducen una o mas mutaciones de aminoacidos en la region interfaz del
dominio CH2-CH3 del fragmento bisagra de Fc de modo que el anticuerpo ha alterado la unién de la proteina A
estafilocécica (SpA) en relacion con la union de SpA dominio bisagra de Fc. Este planteamiento se describe a mas
detalle en el documento de patente americana N.° 6.165.745 de Ward y col.

En otra realizacion, el anticuerpo se modifica para incrementar su semivida bioldgica. Diversos planteamientos son
posibles. Por ejemplo, se pueden introducir una o mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, como se
describe en el documento de patente americana N.° 6.277.375 de Ward. Alternativamente, para incrementar la
semivida bioldgica, el anticuerpo se puede alterar dentro de la regién CL o CHI para contener un epitopo de unién a
receptor salvaje tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una regién Fc de una IgG, como se describe en las
patentes americanas N.° 5.869.046 y 6.121.022 de Presta y col.

En ofras realizaciones mas, la region Fc se altera reemplazando al menos un resto de aminoacido con un resto de
aminoacido diferente para alterar las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, un o mas aminoacidos se
pueden reemplazar con un diferente resto de aminoacido de modo que el anticuerpo tiene una afinidad alterada por
un ligando efector pero conserva la capacidad de unién a antigeno del anticuerpo parental. El ligando efector al que
se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor Fc o el componente C1 del complemento. Este
planteamiento se describe a mas detalle en las patentes americanas N.° 5.624.821 y 5.648.260, ambas de Winter y
col.

En ofra realizacion, se pueden reemplazar uno o mas aminoacidos seleccionados de los restos de aminoacido con
un resto de aminoacido diferente de modo que el anticuerpo tiene la union a C1q alterada y/o la citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC) reducida o suprimida. Este planteamiento se describe a mas detalles en la
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patente americana N.° 6.194.551 de Idusogie y col.

En otra realizacion, se alteran uno o mas restos de aminoacido para de ese modo alterar la capacidad del anticuerpo
para fijarse al complemento. Este planteamiento se describe mas en la publicacion PCT WO 94/29351 de Bodmer y
col.

En otra realizacion mas, la region Fc se modifica para incrementar la capacidad del anticuerpo de mediar la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o para incrementar la afinidad del anticuerpo por un
receptor Fc modificando uno o mas aminoacidos. Este planteamiento se describe mas en la publicacion PCT WO
00/42072 de Presta. Ademas, los sitios de unién sobre IgGl humana para FcyRI, FcyRIl, FcyRIll y FcRn se han
mapeado y se han descrito variantes con unién mejorada (véase Shields, R.L. y col., 2001 J. Biol. Chen. 276:6.591-
6.604, el documento W0O2010106180).

En otra realizacion mas, se modifica la glicosilacién de un anticuerpo. Por ejemplo, se puede producir un anticuerpo
aglicosilado (es decir, el anticuerpo carece de glicosilacién). La glicosilacion se puede alterar, por ejemplo, para
incrementar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Tales modificaciones de carbohidrato se pueden conseguir,
por ejemplo, alterando uno o mas sitios de glicosilacion dentro de la secuencia de anticuerpo. Por ejemplo, se
pueden realizar una o mas sustituciones de aminoacidos que dan como resultado la eliminacién de uno o mas sitios
de glicosilacién de la region estructural variable para eliminar de ese modo la glicosilacion en ese sitio. Tal
aglicosilacién puede incrementar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Tal planteamiento se describe a mas
detalle en las patentes americanas N.° 5.714.350 y 6.350.861 de Co y col.

Ademas o alternativamente, se puede producir un anticuerpo que tiene un tipo alterado de glicosilacion, tal como un
anticuerpo hipofucosilado o no fucosilado que tiene cantidades reducidas de o no tiene restos fucosilo o un
anticuerpo que tiene estructuras GlcNac de biseccidn incrementadas. Se ha demostrado que tales patrones de
glicosilacion alterada incrementan la capacidad de ADCC de los anticuerpos. Tales modificaciones de carbohidrato
se pueden conseguir, por ejemplo, expresando el anticuerpo en una célula hospedante con la maquinaria de
glicosilacion alterada. En la técnica se han descrito células con la maquinaria de glicosilacion alterada y se pueden
usar como células hospedadoras en las que se expresan anticuerpos recombinantes de la invencion para producir
de ese modo un anticuerpo con glicosilaciéon alterada. Por ejemplo, el documento EP 1.176.195 de Hang y col.
describe una linea celular con un gen FUT8 funcionalmente interrumpido, el cual codifica una fucosil transferasa, de
modo que los anticuerpos expresados en tal linea celular presentan hipofucosilacion o estan desprovistos de restos
fucosilo. Por lo tanto, en una realizacién, los anticuerpos de la invencion se pueden producir por expresion
recombinante en una linea celular la cual presenta patréon de hipofucosilacion o no fucosilacién, por ejemplo, una
linea celular mamifera con expresion deficiente del gen FUT8 que codifica fucosiltransferasa. La publicacién PCT
WO 03/035835 de Presta describe una linea celular CHO variante, células Lecl3, con capacidad reducida para unir
fucosa a carbohidratos ligados a Asn(297), dando como resultado también la hipofucosilacion de los anticuerpos
expresados en esa célula hospedadora (véase, también, Shields, R.L. y col., 2002 J. Biol. Chem. 277:26.733-
26.740). La publicacion PCT WO 99/54342 de Umana y col. describe lineas celulares modificadas por ingenieria
para expresar glicosil transferasas modificantes de glicoproteina  (por ejemplo, beta(1,4)-N
acetilglucosaminiltransferasa 1l (GnTIlll)) de modo que los anticuerpos expresados en las lineas celulares
modificadas por ingenieria presentan estructuras GIcNac de biseccion incrementadas que dan como resultado
actividad ADCC incrementada de los anticuerpos (véase también Umana y col., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180).
Eureka Therapeutics describe ademas células mamiferas CHO modificadas por ingenieria genética capaces de
producir anticuerpos con patron de glicosilacion de mamifero alterada desprovisto de restos fucosil
(http://www.eurekainc.com/a&boutus/companyoverview.html). Alternativamente, los anticuerpos de la invencién se
pueden producir en levaduras u hongos filamentosos modificados por ingenieria para el patron de glicosilacién tipo
mamifero y capaces de producir anticuerpos que carecen de fucosa como patron de glicosilacion (véase, por
ejemplo, el documento EP1297172B1).

Otra modificaciéon de los anticuerpos en el presente documento que se contempla por la invencion es la pegilacion.
Un anticuerpo se puede someter a pegilacion para, por ejemplo, incrementar la semivida bioldgica (por ejemplo,
suero) del anticuerpo. Para someter un anticuerpo a pegilacion, el anticuerpo, o fragmento del mismo, generalmente
se hace reaccionar con polietilenglicol (PEG), tal como un éster reactivo o derivado de aldehido de PEG, bajo
condiciones en las que uno o mas grupos PEG llegan a estar unidos al anticuerpo o fragmento del anticuerpo. La
pegilacion se puede llevar a cabo por una reaccién de acilacion o una reaccion de alquilacion con una molécula de
PEG reactiva (o un polimero soluble en agua reactivo analogo). Como se usa en el presente documento, el término
“polietilenglicol” se pretende que abarque cualquiera de las formas de PEG que se han usado para someter a
derivatizacién otras proteinas, tales como mono (C1-C10) alcoxi- o ariloxi-polietilenglicol o polietilenglicol-maleimida.
En ciertas realizaciones, el anticuerpo a someterse a pegilacién es un anticuerpo anglicosilado. Los métodos para
pegilacién de proteinas son conocidos en la técnica y se pueden aplicar a los anticuerpos de la invencion. Véase,
por ejemplo, el documento EP O 154 316 de Nishimura y col. y el documento EP 0 401 384 de Ishikawa y col.

Otra modificacién de los anticuerpos que es contemplada por la invencion es un conjugado o una fusion proteica de

al menos la region de union a antigeno del anticuerpo de la invencién con proteina de suero, tal como albumina de
suero humano o un fragmento de la misma para incrementar la semivida de la molécula resultante. Tal
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planteamiento esta descrito, por ejemplo, en Ballance y col. documento EP0322094.

Otra posibilidad es una fusiéon de al menos la regidon de unién a antigeno del anticuerpo de la invencion con las
proteinas capaces de unién a proteinas de suero, tal como albumina de suero humano para incrementar la semivida
de la molécula resultante. Tal planteamiento esta descrito, por ejemplo, en Nygren y col., documento EP 0 486 525.

Inmunoconjugados:

Un anticuerpo de la invencion se puede conjugar con un marcador detectable para formar un inmunoconjugado anti-
Axl. Los marcadores detectables adecuados incluyen, por ejemplo, un radioisétopo, un marcador fluorescente, un
marcador quimioluminiscente, un marcador enzimatico, un marcador bioluminiscente u oro coloidal. Los métodos de
produccién y deteccién de tales inmunoconjugados detectablemente marcados son bien conocidos por los expertos
en la técnica, y se describen mas adelante a mas detalle.

El marcador detectable puede ser un radioisétopo que se detecta por autorradiografia. Los isétopos que son
particularmente Utiles para el fin de la presente invencion son 3H, 123, 131] 355 y 14C,

Los inmunoconjugados anti-Axl también se pueden marcar con un compuesto fluorescente. La presencia de un
anticuerpo fluorescentemente marcado se determina exponiendo el inmunoconjugado a luz de la apropiada longitud
de onda y detectando la fluorescencia resultante. Los compuestos de marcacion fluorescente incluyen isotiocianato
de fluoresceina, rodamina, ficoeriterina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina.

Alternativamente, los inmunoconjugados anti-Axl se pueden marcar detectablemente acoplando un anticuerpo a un
compuesto quimioluminiscente. La presencia del inmunoconjugado con marcador quimioluminiscente se determina
detectando la presencia de luminiscencia que surge durante el trascurso de una reaccion quimica. Ejemplos de
compuestos de marcacion quimioluminiscente incluyen luminol, isoluminol, un éster de acridinio aromatico, un
imidazol, una sal de acridinio y un éster de oxalato.

Igualmente, se puede usar un compuesto bioluminiscente para marcar los inmunoconjugados anti-Ax| de la presente
invencioén. La bioluminiscencia es un tipo de quimioluminiscencia encontrada en sistemas biolégicos en los que una
proteina catalitica incrementa la eficacia de la reaccion quimioluminiscente. La presencia de una proteina
bioluminiscente se determina detectando la presencia de luminiscencia. Los compuestos bioluminiscentes que son
utiles para marcar incluyen luciferina, luciferasa y aequorina.

Alternativamente, se pueden marcar de manera detectable los inmunoconjugados anti-Axl uniendo un anticuerpo
monoclonal anti-Axl a una enzima. Cuando el conjugado anti-Axl-enzima se incuba en presencia del sustrato
apropiado, el resto enzimatico reacciona con el sustrato para producir un resto quimico que se puede detectar, por
ejemplo, por medios espectrofotométricos, fluorométricos o visuales. Ejemplos de enzimas que se pueden usar para
marcar de manera detectable inmunoconjugados poliespecificos incluyen B-galactosidasa, glucosa oxidasa,
peroxidasa y fosfatasa alcalina.

Los expertos en la técnica conoceran otros marcadores adecuados que se pueden emplear de acuerdo con la
presente invencion. La unidn de los restos marcadores a anticuerpos monoclonales anti-Axl se puede conseguir
usando técnicas estandar conocidas en la técnica. La metodologia tipica a este respecto estd descrita por Kennedy
y col., Clin. Chim. Acta 70:1, 1976; Schurs y col., Clin. Chim. Acta 81:1, 1977; Shih y col., Intl J. Cancer 46:1.101,
1990; Stein y col., Cancer Res. 50:1.330, 1990; y Coligan, supra.

Ademas, la conveniencia y la versatilidad de la deteccion inmunoquimica se puede aumentar usando anticuerpos
monoclonales anti-Axl que se han conjugado con avidina, estreptavidina y biotina (véase, por ejemplo, Wilchek y col.
(eds.), "Avidin-Biotin Technology," Methods In Enzymology (Vol. 184) (Academic Press 1990); Bayer y col.,
"Immunochemical Applications of Avidin-Biotin Technology," in Methods In Molecular Biology (Vol. 10) 149-162
(Manson, ed., The Humana Press, Inc. 1992).)

Los métodos para la realizaciéon de inmunoensayos estan bien establecidos (véase, por ejemplo, Cook and Self,
"Monoclonal Antibodies in Diagnostic Immunoassays,”" en Monoclonal Antibodies: Production, Engineering, and
Clinical Application 180-208 (Ritter and Ladyman, eds., Cambridge University Press 1995); Perry, "The Role of
Monoclonal Antibodies in the Advancement of Immunoassay Technology," en Monoclonal Antibodies: Principles and
Applications 107-120 (Birch and Lennox, eds., Wiley-Liss, Inc. 1995); Diamandis, Immunoassay (Academic Press,
Inc. 1996).)

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un conjugado anticuerpo monoclonal anti-AxI-farmaco. Un
“conjugado anticuerpo monoclonal anti-Axl-farmaco” como se describe en el presente documento se refiere a un
anticuerpo monoclonal anti-Axl segun la invencidon conjugado con un agente terapéutico. Tales conjugados
anticuerpo monoclonal anti-AxI-farmaco producen efectos clinicamente beneficiosos sobre las células que expresan
Axl cuando se administran a un sujeto, tal como, por ejemplo, un sujeto con un cancer que expresa Axl,
generalmente cuando se administra solo pero también en combinacién con otros agentes terapéuticos.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2712736 T3

En realizaciones tipicas, un anticuerpo monoclonal anti-Axl se conjuga con un agente citotéxico, de modo que el
conjugado anticuerpo-farmaco resultante ejerce un efecto citotdxico o citostatico sobre una célula que expresa Axl
(por ejemplo, una célula cancerosa que expresa Axl) cuando es absorbida o internalizada por la célula. Restos
particularmente adecuados para la conjugacidon con anticuerpos son agentes quimioterapéuticos, enzimas
convertidoras de profarmaco, isétopos radioactivos o compuestos, o toxinas. Por ejemplo, se puede conjugar un
anticuerpo monoclonal anti-Axl con un agente citotoxico tal como un agente quimioterapéutico o una toxina (por
ejemplo, un agente citostatico o citocida tal como, por ejemplo, abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas, o toxina
de difteria.

Clases utiles de agentes citotdxicos incluyen, por ejemplo, agentes antitubulina, auristatinas, conectores de surco
menor de ADN, inhibidores de la replicacién de ADN, agentes de alquilacion (por ejemplo, complejos de platino tales
como cis-platina, mono(platino), bis(platino) y complejos de platino trinuclear y carboplatino), antraciclinas,
antibidticos, antifolatos, antimetabolitos, sensibilizadores de quimioterapia, duocarmicinas, etopdsidos, pirimidinas
fluorinadas, iondforos, lexitropsinas, nitrosoureas, platinoles, compuestos de preformacion, antimetabolitos de
purina, puromicinas, sensibilizadores de radiacion, esteroides, taxanos, inhibidores de topoisomerasa, alcaloides de
vinca, o similares.

Agentes citotdxicos individuales incluyen, por ejemplo, un andrégeno, antramicina (AMC), asparaginasa, 5-
azacitidina, azatioprina, bleomicina, busulfan, butionina sulfoximina, captotecina, carboplatino, carmustina (BSNU),
CC-1065 (Li y col., Cancer Res. 42:999-1.004, 1982), clorambucilo, cisplatino, colchicina, ciclofosfamida, citarabina,
arabindsido de citidina, citocalasina B, dacarbazina, dactinomicina (anteriormente actinomicina), daunorubicina,
decarbazina, docetaxel, doxorubicina, un estrogeno, 5-fluordeoxiuridina, fosfato de etopésido (VP-16), 5-
fluorouracilo, gramicidina D, hidroxiurea, idarubicina, ifosfamida, irinotecan, lomustina (CCNU), mecloretamina,
melfalan, 6-mercaptopurina, metotrexato, mitramicina, mitomicina C, mitoxantrona, nitroimidazol, paclitaxel,
plicamicina, procarbizina, estreptozotocina, tenopdsido (VM-26), 6-tioguanina, tioTEPA, topotecan, vinblastina,
vincristina y vinorelbina.

Agentes citotdxicos particularmente adecuados incluyen, por ejemplo, dolastatinas (por ejemplo, auristatina E, AFP,
MMAF, MMAE), conectores de surco menor de ADN (por ejemplo., enediinas y lexitropsinas), duocarmicinas,
taxanos (por ejemplo, paclitaxel y docetaxel), puromicinas, alcaloides de vinca, CC-1065, SN-38 (7-etil-10-hidroxi-
camptoteina), topotecan,  morfolino-doxorubicina, rizoxina,  cianomorfolino-doxorubicina,  equinomicina,
combretastatina, netropsina, epotilona A y B, estramustina, criptofisinas, cemadotina, maitansinoides,
discodermolida, eleuterobina, y mitoxantrona.

En ciertas realizaciones, un agente citotoxico es un compuesto quimioterapéutico convencional tal como, por
ejemplo, doxorubicina, paclitaxel, melfalan, alcaloides de vinca, metotrexato, mitomicina C o etopdsido. Ademas,
agentes potentes tales como analogos de CC-1065, calicheamicina, maitansina, analogos de dolastatina 10,
rizoxina, y palitoxina pueden estar ligados a un anticuerpo anti-expresante de Axl.

En variaciones especificas, el agente citotdxico o citostatico es auristatina E (también conocido en la técnica como
dolastatina-10) o un derivado del mismo. Generalmente, el derivado de auristatina E es, por ejemplo, un éster
formado entre auristatina E y un acido ceto. Por ejemplo, la auristatina E se puede hacer reaccionar con acido
paraacetilbenzoico o acido bazoilvalérico para producir AEB y AEVB, respectivamente. Otros derivados de
auristatina tipicos incluyen AFP (dimetilvalina-valina-dolaisoleuina-dolaproina-fenilalanina-p-fenilenodiamina), MMAF
(dovalina-valina-dolaisoleunina-dolaproina-fenilalanina), y MAE (monometil auristatina E). La sintesis y la estructura
de auristatina E y sus derivados se describen en la publicacion de la solicitud de patente americana N.°
20030083263; las publicaciones de patente internacional N.° WO 2002/088172 y WO 2004/010957; y las patentes
americanas N.° 6.884.869; 6.323.315; 6.239.104; 6.034.065; 5.780.588; 5.665.860; 5.663.149; 5.635.483; 5.599.902;
5.554.725; 5.530.097; 5.521.284; 5.504.191; 5.410.024; 5.138.036; 5.076.973; 4.986.988; 4.978.744; 4.879.278;
4.816.444; y 4.486.414.

En otras variaciones, el agente citotéxico es un agente de union de surco menor de ADN (véase, por ejemplo la
patente americana N.° 6.130.237). Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el agente de unién de surco menor es un
compuesto CBl. En otras realizaciones, el agente de unién de surco menor es una enediina (por ejemplo,
calicheamicina).

En ciertas realizaciones, un conjugado anticuerpo-farmaco comprende un agente antitubulina. Ejemplos de agentes
antitubulina incluyen, por ejemplo, taxanos (por ejemplo, Taxol® (paclitaxel), Taxotere® (docetaxel)), T67 (Tularik),
alcaloides de vinca (por ejemplo, vincristina, vinblastina, vindesina, y vinorelbina), y dolastatinas (por ejemplo,
auristatina E, AFP, MMAF, MMAE, AEB, AEVB). Otros agentes antitubulina incluyen, por ejemplo, derivados de
bacatina, analogos de taxano (por ejemplo, epotilona A y B), nocodazol, colchicina y colcimid, estramustina,
criptofisinas, cemadotina, maitansinoides, combretastatinas, discodermolido, y eleuterobina. En algunas
realizaciones, el agente citotdxico es un maitansinoide, otro grupo de agentes antitubulina. Por ejemplo, en
realizaciones especificas, el maitansinoide es maitansina o DM-1 (ImmunoGen, Inc.; véase también Chari y col.,
Cancer Res. 52:127-131, 1992).
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En otras realizaciones, el agente citotéxico es un antimetabolito. El antimetabolito puede ser, por ejemplo, un
antagonista de purina (por ejemplo, azotioprina o micofenolato mofetil), un inhibidor de dihidrofolato reductasa (por
ejemplo, metotrexato), aciclovir, gangciclovir, zidovudina, vidarabina, ribavarina, azidotimidina, arabindsido de
citidina, amantadina, dideoxiuridina, iododeoxiuridina, poscarnet, o trifluridina.

En otras realizaciones, un anticuerpo monoclonal anti-Axl se conjuga con una enzima convertidora de profarmaco.
La enzima convertidora de profarmaco se puede fusionar de manera recombinante con el anticuerpo o conjugar
quimicamente con el mismo usando métodos conocidos. Enzimas convertidoras de profarmaco ilustrativas son
carboxipeptidasa G2, B-glucuronidasa, penicilina-V-amidasa, penicilina-G-amidasa, B-lactamasa, B-glucosidasa,
nitroreductasa y carboxipeptidasa A.

Las técnicas para conjugar los agentes terapéuticos con las proteinas, y en particular con los anticuerpos, son bien
conocidas (véase, por ejemplo, Arnon y col., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer
Therapy," en Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy (Reisfeld y col. eds., Alan R. Liss, Inc., 1985); Hellstrom y
col., "Antibodies For Drug Delivery," en Controlled Drug Delivery (Robinson y col. eds., Marcel Deiker, Inc., 2° ed.
1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review," en Monoclonal Antibodies '84:
Biological And Clinical Applications (Pinchera y col. eds., 1985); "Analysis, Results, and Future Prospective of the
Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy," en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And
Therapy (Baldwin y col. eds., Academic Press, 1985); y Thorpe y col., 1982, Immunol. Rev. 62:119-58. Véase
también, la publicacion PCT WO 89/12624.)

Usos diagndsticos:

Un objetivo adicional de la invencion se refiere a un anticuerpo anti-Axl de la invencion para diagnosticar y/o hacer
un seguimiento de una enfermedad cancerosa y otras enfermedades en las que los niveles de Axl estan modificados
(incremento o disminucion).

En una realizacion preferida, los anticuerpos de la invencion se pueden marcar con una molécula o sustancia
detectable, tal como una molécula fluorescente, una molécula radiactiva u otros marcadores cualesquiera conocidos
en la técnica descritos anteriormente. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencion se puede marcar con una molécula
radioactiva por cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, las moléculas radioactivas incluyen, pero no
se limitan a, atomo radioactivo para los estudios escintigraficos tales como 1123, 1124, In111, Re186, Re188. Los
anticuerpos de la invencién también se pueden marcar con un marcador de espin para la formacién de imagen p