ES 2774428 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2774 428
GDint. Ci.;

CO7K 16/28 (2006.01)
A61K 47/50 (2007.01)
A61P 35/00 (2006.01)
® TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3
Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 10.07.2015  PCT/EP2015/065900
Fecha y namero de publicacién internacional: 14.01.2016 WO16005593
Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  10.07.2015 E 15738884 (4)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 04.12.2019  EP 3169706

Tl'tulo: Anticuerpos que se unen a AXL

Prioridad: @ Titular/es:

11.07.2014 DK 201400380
01.09.2014 DK 201400489

GENMAB A/S (100.0%)
Kalvebod Brygge 43

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la

22.12.2014 DK 201400746
12.05.2015 DK 201500283

1560 Copenhagen V, DK
@ Inventor/es:

BREIJ, ESTHER,;

SATIIN, DAVID;

VAN DEN BRINK, EDWARD NORBERT,
VERZIJL, DENNIS;

DE JONG, ROB N.;

PARREN, PAUL y

VAN DIJKHUIZEN RADERSMA, RIEMKE

Agente/Representante:
UNGRIA LOPEZ, Javier

traduccion de la patente:
21.07.2020

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

ES 2774 428 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos que se unen a AXL
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen a AXL, a productos inmunoconjugados, a composiciones
que comprenden tales anticuerpos o productos inmunoconjugados, y a usos de dichos anticuerpos y productos
inmunoconjugados.

Antecedentes

La subfamilia TAM de Tirosina Quinasas Receptoras (RTK) de mamiferos consiste en AXL, Tyro3 y Mer. AXL es una
proteina transmembrana de 104-140 kDa que tiene capacidades transformadoras [1]. La AXL puede activarse al
unirse a su ligando, el factor 6 especifico de la detencion del crecimiento dependiente de vitamina K (Gas6). La
union de Gas6 a AXL conduce a la dimerizacion de AXL, la autofosforilacion y la posterior activacion de las vias de
sefializacion intracelular, tales como las cascadas PI3K/AKT, proteina quinasa activada por mitdégeno (MAPK), STAT
y NF-kB [2]. En las células cancerosas, AXL mejora la motilidad, la invasioén, la migracion de las células tumorales y
esta implicada en la transicion epitelio mesénquima (EMT) [3]. Ademas, la expresion de AXL ha sido implicada en la
resistencia a la quimioterapia y la terapia dirigida, tal como la terapia dirigida al Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGFR) (Wilson 2014, Brand 2013, Zhang 2012) o los inhibidores de la via B-raf (BRAF) (Muller, 2014).

El dominio extracelular de los miembros de la familia del receptor TAM esta compuesto por una combinacién de dos
dominios similares a inmunoglobulina N-terminal (Ig) y dos repeticiones de fibronectina Tipo Il (FNIII) [1]. El ligando
Gasb6 se une a los dominios de tipo Ig | y Il de AXL [14].

Se ha informado sobre la regulacién por incremento de AXL en una variedad de canceres, incluidos el cancer
gastrico, de prostata, de ovario y de pulmon [1]. Ademas, AXL se expresa de manera anormalmente alta en los
canceres de mama y pancreaticos y se asocia significativamente con una mayor frecuencia de metastasis y con una
escasa supervivencia general [2].

La inhibicion dirigida de RTK puede ser eficaz como terapia antitumoral y/o metastasica. Tal inhibicion dirigida de
AXL y/o del ligando Gas6 comprende moléculas pequefias y anticuerpos anti-AXL [3]. Se han descrito anticuerpos
anti-AXL que atentan el crecimiento de xenoinjerto de carcinoma de pulmén de células no pequefias in vivo
mediante regulacion negativa de la expresion del receptor, reduciendo la proliferacion de células tumorales e
induciendo la apoptosis [4]. Ademas, se han descrito varios anticuerpos monoclonales que bloquean la unién del
ligando Gas6 a AXL [2], [5] y [7].

Los anticuerpos anti-AXL se han descrito previamente [8]-[13].

Adicionalmente US 2012/121587 describe anticuerpos anti-AXL Ax225, Ax284, Ax7 y Ax51. Ax225 se une a FND1
de AXL, Ax284 se une a FND1 e IgD2, Ax7 y Ax51 se unen a IgD2. Ax225 induce la modulacion por disminucion de
AXL y tiene propiedades antitumorales.

El documento WO 2012/175691 describe el anticuerpo anti-AXL de ratén 20G7-D9, que no bloquea la unién de
GASES6 e inhibe la fosforilacion de AXL inducida por ligando y la proliferacion del cancer. El epitopo de 20G7-d9 es
conformacional y consiste en 3 péptidos localizados en la IgD2, en el FND1 y en el FND2.

El documento WO 2012/175692 describe un anticuerpo anti-AXL de ratén con una Kd de 1,6 nM, que no bloquea la
union de GAS6. El anticuerpo inhibe la proliferacion de AXL inducida por ligando, la migracion celular y la
proliferacion de células cancerosas. In vivo, reduce el crecimiento de cancer de mama y cancer de pancreas triple
negativo, y se une a un epitopo conformacional que comprende 2 péptidos localizados en FND1 y FND2, residuos
229-235y 378-390.

El documento WO 2011/159980 describe anticuerpos anti-AXL YW327.42 y YW327.6S2 que bloguean la funcion
AXL con una Kd de menos de 2,5 nM. YW327.42 no bloquea la unién de GAS6, mientras que YW327.6S2 bloquea
la union del ligando. YW327.42 se une dentro de los aminoacidos 1-324 y YW327.6S2 se une dentro de los residuos
1-134. YW327.42 compite con el anticuerpo 12A11, pero no con el anticuerpo 3G9, mientras que YW327.6S2 no
compite con ninguno de ellos por unirse al AXL. YW327.42 y YW327.6S2 reducen el crecimiento tumoral.

Leconnet et al., Oncogene 2013, pag. 55405-5414 describen el uso de anticuerpos inhibidores anti-AXL D9 y ES8,

que también se internalizan para reducir el crecimiento de tumores pancreaticos. Ambos anticuerpos inducen
eficazmente ADCC y no compiten con GAS6 para unirse a AXL.
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WO 2011/014457 describe el anticuerpo anti-AXL 12A11, que no afecta a la unidn del ligando y se une a FND1 de
AXL. 12A11 reduce el crecimiento de las células tumorales.

Liu et al., Journal of the American Chemical Society, vol. 116, 2, pag. 297-305 describen el anticuerpo anti-AXL
Mab173, que reduce el crecimiento tumoral, aumenta la apoptosis de las células tumorales y disminuye el nivel de
proteina AXL en los tumores. El Mab173 reduce AXL mediante endocitosis y se une al primer FND.

Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de anticuerpos anti-AXL que tengan una actividad antitumoral mejorada.
Compendio de la invencion

Es un objeto de la presente invencion proporcionar anticuerpos anti-AXL. Por lo tanto, en un aspecto, la presente
invencion se refiere a un anticuerpo que se une a AXL, en donde el anticuerpo no compite por la union de AXL con
el ligando 6 Especifico de la Detencion del Crecimiento (Gas6) y el anticuerpo comprende al menos una region de
union, que comprende una region pesada variable (VH) y una region de cadena ligera variable (VL) seleccionada del
grupo que consiste en:

a) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 39,
GAS y 40, respectivamente, [107];

b) una regiéon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 96,
GAS y 97, respectivamente, [613];

c) una regiéon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 98, 99 y 100,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 101,
DAS y 102, respectivamente, [613-08];

d) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente, y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 128,
XAS, en donde X es D 0 G, y 129, respectivamente, [613/613-08]; y

e) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID N° 93, 126 y 127,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 96,
GAS y 97, respectivamente [613/608-01/610-01/620-06].

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un anticuerpo biespecifico que comprende una primera region de
union de un anticuerpo segun la invencion, y una segunda regién de unién que se une a una diana o epitopo
diferente que dicha primera region de union a antigeno.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende el anticuerpo o
anticuerpo biespecifico segun la invencion, y un radical terapéutico, tal como un agente citotdxico, un farmaco
quimioterapéutico, una citocina, un inmunosupresor, antibiético o un radioisétopo.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una composicion que comprende el anticuerpo, anticuerpo
biespecifico o producto inmunoconjugado segun la invencion.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo,
anticuerpo biespecifico o producto inmunoconjugado segun la invencion, y un portador farmacéuticamente
aceptable.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una construccion de acido nucleico que codifica un anticuerpo de
acuerdo con la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un vector de expresién que comprende una o mas construcciones
de acido nucleico de acuerdo con la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula anfitriona que comprende un vector de acuerdo con la
invencion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un hibridoma que produce el anticuerpo segun la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al anticuerpo, anticuerpo biespecifico o producto inmunoconjugado
segun la invencion para uso como medicamento.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al anticuerpo, anticuerpo biespecifico o producto inmunoconjugado
de acuerdo con la invencién para uso en el tratamiento del cancer.
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En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para producir un anticuerpo de acuerdo con la
invencion, comprendiendo comprende las etapas a) cultivar una célula anfitriona o hibridoma de acuerdo con la
invencion, y b) purificar el anticuerpo del medio de cultivo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion de diagndstico que comprende un anticuerpo o
anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencion.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para detectar la presencia de anticuerpo contra AXL, o
una célula que expresa AXL, en una muestra que comprende las etapas de a) poner en contacto la muestra con un
anticuerpo, anticuerpo biespecifico, producto inmunoconjugado de acuerdo con la invencién, bajo condiciones que
permiten la formaciéon de un complejo entre el anticuerpo, anticuerpo biespecifico o producto inmunoconjugado y
AXL; y b) analizar si se ha formado un complejo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit para detectar la presencia de antigeno AXL, o una célula
que expresa AXL, en una muestra que comprende i) un anticuerpo, anticuerpo biespecifico o producto
inmunoconjugado de acuerdo con la invencion; y ii) instrucciones de uso del kit.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un anticuerpo antiidiotipico que se une a un anticuerpo anti-AXL
segun la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Curvas de unién de anticuerpos anti-AXL a células HEK293 transfectadas con (A) AXL-ECD
humano, (B) AXL-ECD de cinomolgo, o (C) AXL-ECD de raton. Los datos mostrados son las intensidades
medias de fluorescencia (MFI) de un experimento representativo, como se describe en el Ejemplo 2.

Figura 2: La unidén de anticuerpos anti-AXL a quimeras de AXL de ratén-ser humano se realiz6 como se
describe en el Ejemplo 3. Se probaron las siguientes proteinas quiméricas AXL de Homo sapiens (hsAXL) y
AXL de Mus musculus (mmAXL): (A) hsAXL y simulada, (B) hsAXL-mmECD, (C) hsAXL-mmig1, (D) hsAXL-
mmlg2, (E) hsAXL-mmFN1, (F) hsAXL-mmFN2.

Figura 3: Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos anti-AXL en células A431. La
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos por anticuerpos anti-AXL en células A431 se determiné como
se describe en el Ejemplo 4.

Figura 4: Caracteristicas de union de los productos conjugados de anticuerpo contra AXL-farmaco (AXL-
ADC). La union de AXL-ADC en células HEK293T transfectadas transitoriamente con AXL humana se
determiné como se describe en el Ejemplo 5. Los datos mostrados son intensidades de fluorescencia medias
(MFI) de un experimento representativo.

Figura 5: Citotoxicidad in vitro inducida por productos conjugados de anticuerpo contra AXL-farmaco. La
induccion de citotoxicidad por productos conjugados de anticuerpo contra AXL-farmaco se determiné como se
explica en el Ejemplo 6.

Figura 6: Variantes VH y VL de anticuerpo que permiten la union a AXL. Se alinearon anticuerpos con
regiones VL o VH idénticas y las diferencias en las secuencias VH (Figuras A-D) o VL (Figura E),
respectivamente, se identificaron e indicaron mediante recuadros en las figuras. Las regiones CDR estan
subrayadas.

Figura 7: La induccion de citotoxicidad por ADC en células LCLC-103H se determiné como se describe en el
Ejemplo 8.

Figura 8: Actividad antitumoral por anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE en un modelo de
xenoinjerto LCLC-103H terapéutico como se describe en el Ejemplo 9.

Figura 9: Tincion inmunohistoquimica de secciones de tumor PAXF1657 congeladas (modelo PDX de cancer
de pancreas) utilizando un conjunto de anticuerpos monoclonales AXL como se describe en el Ejemplo 10.
Figura 10: (A) Tamafio promedio del tumor después del tratamiento terapéutico con AXL-ADC del modelo
PAXF1657. Un Humab AXL no conjugado (C) y un ADC no dirigido (D) no muestran actividad antitumoral, lo
que indica que la capacidad terapéutica de AXL-ADC dependia de la actividad citotoxica de MMAE y de la
unién a la diana, las barras de error representan E.T.M.

Figura 11: La union de los anticuerpos anti-AXL a las quimeras AXL humanas de ratén se realiz6 como se
describe en el Ejemplo 11. Se probaron las siguientes proteinas quiméricas AXL de Homo sapiens (hsAXL) y
AXL de Mus musculus (mmAXL): (A) hsAXL y simulada, (B) hsAXL-mmECD, (C) hsAXL-mmig1, (D) hsAXL-
mmlg2, (E) hsAXL-mmFN1, (F) hsAXL-mmFN2.

Figura 12: Unién de Gas6 humano (hGas6) en células A431 que se habian incubado previamente con
anticuerpos que se unen al dominio Ig1 de AXL. Los datos mostrados son las intensidades medias de
fluorescencia (MFI) de un experimento representativo.

Figura 13: Actividad antitumoral de anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE en un modelo terapéutico
de xenoinjerto A431, que produce altos niveles de Gas6 enddgeno, como se describe en el Ejemplo 13. Los
paneles A y B muestran los resultados de 2 experimentos independientes.

Figura 14: Actividad antitumoral de anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE en un modelo de

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2774 428 T3

xenoinjerto LCLC-103H terapéutico, que expresa bajos niveles de Gas6 endégeno, como se describe en el
Ejemplo 13. Los paneles A y B muestran los resultados de 2 experimentos independientes.

Figura 15: La induccién de citotoxicidad por AXL-ADC en células A431 (A) y células MDA-MB231 (B) se
determiné como se describe en el Ejemplo 8.

Figura 16. Tincion de AXL en cancer de tiroides, esdfago, ovario, mama, pulmén, pancreas, cervical y
endometrial. La intensidad de tincion (DO) promedio de AXL de las células positivas para AXL se representa
en el eje X, y el porcentaje de células tumorales positivas para AXL se representa en el eje Y. Cada punto
representa un nucleo tumoral, derivado de un paciente individual.

Figura 17. Ejemplos representativos de nucleos tumorales inmunotefiidos con AXL para diferentes
indicaciones tumorales.

Figura 18. Los anticuerpos contra AXL se unen especificamente a AXL, pero no a otros miembros de la
familia de receptores TAM. Unién de anticuerpos HuMab-AXL a células HEK293 transfectadas con AXL
humana (A), MER humana (B), TYRO3 humana (C) o células HEK293 no transfectadas (D). Para confirmar la
expresion adecuada de las células transfectadas, las células HEK293F no transfectadas y las células
transfectadas con AXL (E), MER (F) o TYRO3 (G) se tifieron con anticuerpos especificos de MER y TYROS3.
Los datos mostrados son las intensidades medias de fluorescencia (MFI) de un experimento representativo,
como se describe en el Ejemplo 15.

Figura 19. Deteccion de anticuerpos contra AXL en la membrana plasmatica de lineas celulares tumorales
que se habian incubado con anticuerpos contra AXL durante 1 hora a 4°C, seguido de una incubacion
durante la noche a 4°C o 37°C. Tanto en las células MDA-MB-231 (A y B) como en las células Calu-1 (C y D),
se detecté mas anticuerpo en la membrana plasmatica de las células que se habian incubado a 4°C que en
las células que se habian incubado a 37°C, lo que ilustra la internalizaciéon del anticuerpo unido a la
membrana a 37°C.

Figura 20. Media geométrica de la intensidad de fluorescencia de células LCLC-103H después de la
incubacion con anticuerpos contra AXL que habian sido complejados con Fab-TAMRA/QSY7. IgG1-b12 y
Fab-TAMRA/QSY?7 solo se incluyeron como controles negativos.

Figura 21. (A) Tamafio promedio del tumor después del tratamiento terapéutico con IgG1-AXL-107-vcMMAE
en el modelo de PDX de cancer de esdfago ES0195. IgG1-b12 e 1gG1-b12-MMAE se incluyeron como
anticuerpo de control de isotipo y ADC de control de isotipo, respectivamente. (B) Tamafio del tumor en
ratones individuales el dia 32 después de la inyeccion de células tumorales MDA-MB-231-luc D3H2LN en las
almohadillas de grasa mamaria de ratones SCID hembra. * p <0,05; ** p <0,0001

Figura 22. Efecto terapéutico de AXL-ADC en un modelo de xenoinjerto de cancer de cuello uterino derivado
del paciente. (A) Tamafio promedio del tumor después del tratamiento terapéutico con IgG1-AXL-183-
vcMMAE o 1gG1-AXL-726-vcMMAE en el modelo PDX de cancer de cuello uterino CEXF 773. 1IgG1-b12 e
IgG1-b12-MMAE se incluyeron como anticuerpo de control de isotipo y control de isotipo ADC,
respectivamente. (B) Tamafo del tumor en ratones individuales el dia 28 después del inicio del tratamiento en
el modelo PDX de cancer cervical CEXF 773. * p <0,001.

Figura 23. Actividad terapéutica de AXL-ADC en un modelo de xenoinjerto de cancer de mama ortotopico.
(A) Tamafo promedio del tumor después del tratamiento terapéutico con IgG1-AXL-183-vcMMAE o 1gG1-
AXL-726-vcMMAE en un modelo de xenoinjerto ortotdpico MDA-MB-231-luc D3H2LN. IgG1-b12 e IgG1-b12-
MMAE se incluyeron como anticuerpo de control de isotipo y ADC de control de isotipo, respectivamente. (B)
Tamaiio del tumor en ratones individuales el dia 32 después de la inyeccion de células tumorales MDA-MB-
231-luc D3H2LN en las almohadillas de grasa mamaria de ratones SCID hembra. * p <0,001.

Figura 24. Citotoxicidad de 1gG1-AXL-107-vcMMAE en lineas celulares tumorales humanas con diferentes
niveles de expresion de AXL en la membrana plasmatica. La expresion de AXL en la membrana plasmatica
de las lineas celulares tumorales humanas se evalué mediante el analisis Qifikit, y la citotoxicidad de IgG1-
AXL-107-vcMMAE se expresd como el porcentaje de células tumorales viables que permanecieron en los
cultivos celulares después de la exposicion a 1 pg/ml IgG1-AXL-107-veMMAE.

Descripcion detallada
Anticuerpos

En un aspecto, la presente invencidon se refiere a un anticuerpo que se une a AXL, en donde el anticuerpo no
compite por la unién a AXL con el ligando 6 Especifico de la Detencion del Crecimiento (Gas6) y el anticuerpo
comprende al menos una region de union, que comprende una region variable de cadena pesada (VH) y una region
variable de cadena ligera (VL) seleccionada del grupo que consiste en:

a) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 39,
GAS y 40, respectivamente, [107];
b) una regiéon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 96,
GAS y 97, respectivamente, [613];
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c) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 98, 99 y 100,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 101,
DAS y 102, respectivamente, [613-08];

d) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente, y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 128,
XAS, en donde X es D 0 G, y 129, respectivamente, [613/613-08]; y

e) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID N° 93, 126 y 127,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 96,
GAS y 97, respectivamente [613/608-01/610-01/620-06].

Se pretende que el término "anticuerpo” como se emplea en la presente memoria se refiera a una molécula de
inmunoglobulina, un fragmento de una molécula de inmunoglobulina, o un derivado de cualquiera de las mismas,
que tiene la capacidad de unirse especificamente a un antigeno bajo condiciones fisiologicas y/o especificas del
tumor tipicas con una semivida de periodos de tiempo significativos, tales como al menos aproximadamente 30
minutos, al menos aproximadamente 45 minutos, al menos aproximadamente una hora, al menos aproximadamente
dos horas, al menos aproximadamente cuatro horas, al menos aproximadamente 8 horas, al menos
aproximadamente 12 horas, aproximadamente 24 horas o mas, aproximadamente 48 horas o mas,
aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7 o mas dias, etc., o cualquier otro periodo relevante funcionalmente definido (tal como
un tiempo suficiente para inducir, promover, mejorar y/o modular una respuesta fisiolégica asociada con la unién del
anticuerpo al antigeno y/o el tiempo suficiente para que el anticuerpo se internalice). La regién de union (o dominio
de unidon que se puede utilizar en la presente memoria, ambos con el mismo significado) que interactia con un
antigeno, comprende regiones variables de las cadenas pesada y ligera de la molécula de inmunoglobulina. Las
regiones constantes de los anticuerpos (Ab) pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o factores
del anfitridn, incluidas varias células del sistema inmunitario (tales como las células efectoras) y componentes del
sistema del complemento tales como C1q, el primer componente en la via clasica de activacion del complemento.
Como se indicod anteriormente, el término anticuerpo como se emplea en la presente memoria, a menos que se
indique lo contrario o se contradiga claramente por el contexto, incluye fragmentos de un anticuerpo que conservan
la capacidad de interactuar especificamente, por ejemplo, unirse, al antigeno. Se ha demostrado que la funcion de
union a antigeno de un anticuerpo se puede realizar mediante fragmentos de un anticuerpo completo. Los ejemplos
de fragmentos de unioén incluidos en el término "anticuerpo” incluyen (i) un fragmento Fab' o Fab, un fragmento
monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1, o un anticuerpo monovalente como se describe en
[15]; (ii) fragmentos F(ab');, fragmentos bivalentes que comprenden dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste esencialmente en los dominios VH y CH1; (iv) un
fragmento Fv que consiste esencialmente en los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un
fragmento dAb [16], que consiste esencialmente en un dominio VH y también se denomina anticuerpo de dominio
[17]; (vi) anticuerpos de camélidos o nanocuerpos [18] y (vii) una region determinante de complementariedad aislada
(CDR). Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, estos
se pueden unir, mediante métodos recombinantes, por medio de un conector sintético que les permite formarse
como una cadena de proteina Unica en la que las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas
monovalentes (conocidas como anticuerpos de cadena sencilla o Fv de cadena sencilla (scFv), véanse, por ejemplo,
[19] y [20]). Tales anticuerpos de cadena sencilla estan englobados dentro del término anticuerpo a menos que se
indique lo contrario o se indique claramente por el contexto. Aunque tales fragmentos se incluyen generalmente
dentro del significado de anticuerpo, colectivamente y cada uno independientemente son caracteristicas Unicas de la
presente invencion, que exhiben diferentes propiedades biolégicas y utilidad. Estos y otros fragmentos de
anticuerpos Utiles en el contexto de la presente invencidon se analizan adicionalmente en la presente memoria.
También se debe entender que el término anticuerpo, a menos que se especifique lo contrario, también incluye
anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales (mAb), polipéptidos similares a anticuerpos, tales como
anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados, asi como 'fragmentos de anticuerpos' o 'fragmentos de los
mismos' que retienen la capacidad de unirse especificamente al antigeno (fragmentos de unién a antigeno)
proporcionados por medio de cualquier técnica conocida, tal como escision enzimatica, sintesis de péptidos y
técnicas recombinantes, y que retienen la capacidad de conjugarse con una toxina. Un anticuerpo generado puede
poseer cualquier isotipo.

Se pretende que el término "cadena pesada de inmunoglobulina" o "cadena pesada de una inmunoglobulina” como
se emplea en la presente memoria se refiera a una de las cadenas pesadas de una inmunoglobulina. Una cadena
pesada esta compuesta tipicamente por una regién variable de cadena pesada (abreviada en la presente memoria
como VH) y una region constante de la cadena pesada (abreviada en la presente memoria como CH) que define el
isotipo de la inmunoglobulina. La region constante de la cadena pesada tipicamente estad compuesta por tres
dominios, CH1, CH2 y CH3. El término "inmunoglobulina" como se emplea en la presente memoria pretende
referirse a una clase de glicoproteinas estructuralmente relacionadas que consisten en dos pares de cadenas de
polipéptidos, un par de cadenas ligeras (L) de bajo peso molecular y un par de cadenas pesadas (H), las cuatro
potencialmente interconectados por enlaces disulfuro. La estructura de las inmunoglobulinas esta bien caracterizada
(véase, por ejemplo, [21]). Dentro de la estructura de la inmunoglobulina, las dos cadenas pesadas estan
interconectadas a través de enlaces disulfuro en la llamada "region bisagra". Al igual que las cadenas pesadas, cada
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cadena ligera esta compuesta tipicamente por varias regiones; una region variable de cadena ligera (abreviada en la
presente memoria como VL) y una regién constante de la cadena ligera. La region constante de la cadena ligera
tipicamente esta compuesta por un dominio, CL. Ademas, las regiones VH y VL se pueden subdividir en regiones de
hipervariabilidad (o regiones hipervariables que pueden tener hipervariabilidad en la secuencia y/o la forma de
bucles definidos estructuralmente), también denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL se
compone tipicamente de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino terminal al extremo carboxilo
terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las secuencias CDR se definen de
acuerdo con IMGT (véanse [22] y [23]).

El término "region de unién a antigeno" o "region de unién" como se emplea en la presente memoria, se refiere a
una regién de un anticuerpo que es capaz de unirse al antigeno. El antigeno puede ser cualquier molécula, tal como
un polipéptido, p. €j. presente en una célula, bacteria o virion. Los términos "antigeno" y "diana" pueden, a menos
que el contexto lo contradiga, utilizarse indistintamente en el contexto de la presente invencion.

El término "union" como se emplea en la presente memoria se refiere a la unién de un anticuerpo a un antigeno o
diana predeterminados, tipicamente con una afinidad de unién correspondiente a una Kp de aproximadamente 10°®
M o menos, p. €j. 10" Mo menos, tal como aproximadamente 108 Mo menos, tal como aproximadamente 10°Mo
menos, aproximadamente 10" Mo menos, o0 aproximadamente 10™ M o incluso menos cuando se determina
mediante, por ejemplo, la tecnologia de resonancia de plasmén superficial (SPR) en un aparato BlAcore 3000 que
utiliza el antigeno como ligando y la proteina como analito, y se une al antigeno predeterminado con una afinidad
correspondiente a una Kp que es al menos diez veces menor, tal como al menos 100 veces menor, por ejemplo al
menos 1.000 veces menor, tal como al menos 10.000 veces menor, por ejemplo al menos 100.000 veces menor que
su afinidad para unirse a un antigeno no especifico (p. €j., BSA, caseina) distinto del antigeno predeterminado o un
antigeno estrechamente relacionado. La cantidad con la que la afinidad es menor depende de la Kp de la proteina,
de modo que cuando la Kp de la proteina es muy baja (es decir, la proteina es altamente especifica), la cantidad con
la que la afinidad por el antigeno es menor que la afinidad por un antigeno no especifico puede ser de al menos
10.000 veces. El término "Kp"(M), como se emplea en la presente memoria, se refiere a la constante de equilibrio de
disociacion de una interaccién anticuerpo-antigeno concreta, y se obtiene dividiendo kp por k.

El término "kD"(seg'1), tal como se emplea en la presente memoria, se refiere a la constante de velocidad de
disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno concreta. Dicho valor también se conoce como valor ke 0
velocidad de disociacion.

El término "ka"(M'1 X seg'1), como se emplea en la presente memoria, se refiere a la constante de velocidad de
asociacion de una interaccion de anticuerpo-antigeno concreta. Dicho valor también se conoce como valor kon 0
velocidad de asociacion.

El término "KA"(M'1), como se emplea en la presente memoria, se refiere a la constante de equilibrio de asociaciéon
de una interaccion anticuerpo-antigeno concreta y se obtiene dividiendo ka por kp.

El término "AXL", como se emplea en la presente memoria, se refiere a la proteina titulada AXL, que también se
conoce como UFO o JTK11, una proteina de 894 aminoacidos con un peso molecular de 104-140 kDa que forma
parte de la subfamilia TAM de Tirosina Quinasas Receptoras (RTK) de mamiferos. El peso molecular es variable
debido a diferencias potenciales en la glicosilacion de la proteina. La proteina AXL consta de dos dominios
extracelulares de tipo inmunoglobulina (tipo Ig) en el extremo N-terminal de la proteina, dos dominios fibronectina
tipo 11l (FNIII) extracelulares de membrana proximales, un dominio transmembrana y un dominio quinasa intracelular.
AXL se activa tras la unién de su ligando Gas6, mediante interacciones homofilicas independientes del ligando entre
dominios extracelulares de AXL, mediante autofosforilacién en presencia de especies reactivas de oxigeno [24] o
mediante transactivacion a través de EGFR (Meyer, 2013), y se expresa de manera aberrante en varios tipos de
tumores. En seres humanos, la proteina AXL esta codificada por una secuencia de acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 130 (proteina AXL humana: Swissprot P30530; proteina
AXL de cinomolgo: acceso de Genbank HB387229.1)).

El término "interacciones homofilicas independientes del ligando", como se emplea en la presente memoria, se
refiere a la asociacion entre dos moléculas de AXL (expresadas en células vecinas) que se produce en ausencia del
ligando.

El término "anticuerpo que se une a AXL" como se emplea en la presente memoria, se refiere a cualquier anticuerpo
que se une a un epitopo en la porcién extracelular de AXL.

El término "epitopo" significa un determinante de proteina capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. Los
epitopos generalmente consisten en agrupaciones superficiales de moléculas tales como aminoacidos, cadenas
laterales de azucar o una combinacion de las mismas y generalmente tienen caracteristicas estructurales
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tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no
conformacionales se distinguen porque la unién al primero, pero no al ultimo, se pierde en presencia de disolventes
desnaturalizantes. El epitopo puede comprender residuos de aminoacidos que estan directamente implicados en la
union, y otros residuos de aminoacidos, que no estan directamente implicados en la unién, tales como residuos de
aminoacidos que estan bloqueados o cubiertos eficazmente por el péptido de union al antigeno especifico (en otras
palabras, €l residuo de aminoacido esta dentro de la huella del péptido de unién al antigeno especifico).

El término "ligando", como se emplea en la presente memoria, se refiere a una sustancia, tal como una hormona,
péptido, ion, farmaco o proteina, que se une especifica y reversiblemente a otra proteina, tal como un receptor, para
formar un complejo mas grande. La unién del ligando a un receptor puede alterar su conformacién quimica y
determina su estado funcional. Por ejemplo, un ligando puede funcionar como agonista o antagonista.

El término "6 Especifica de la Detencion del Crecimiento" o "Gas6", como se emplea en la presente memoria, se
refiere a una proteina de 721 aminoacidos, con un peso molecular de 75-80 kDa, que funciona como un ligando para
la familia de receptores TAM, incluido AXL. Gas6 esta compuesta por una regidon N-terminal que contiene multiples
residuos de acido gamma-carboxiglutamico (Gla), que son responsables de la interaccién especifica con la
membrana de fosfolipidos cargada negativamente. Aunque el dominio Gla no es necesario para la union de Gas6 a
AXL, es necesario para la activacion de AXL. Gas6 también se puede denominar "ligando para AXL".

Los términos "anticuerpo monoclonal”, "Ab monoclonal”, "composicién de anticuerpo monoclonal”, "mAb" o similares,
como se emplean en la presente memoria, se refieren a una preparacion de moléculas de anticuerpo de
composicion molecular Unica. Una composicion de anticuerpo monoclonal muestra una especificidad y afinidad de
union Unica para un epitopo concreto. Por consiguiente, el término "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a
anticuerpos que muestran una especificidad de unién Unica que tiene regiones variables y constantes derivadas de
secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los anticuerpos monoclonales humanos pueden ser
producidos por un hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal transgénico o transcromosémico no
humano, tal como un ratén transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada
humano y un transgén de cadena ligera, fusionado a una célula inmortalizada.

En una realizacion, la unién maxima de anticuerpos en presencia de Gas6 es al menos 90%, tal como al menos
95%, tal como al menos 97%, tal como al menos 99%, tal como 100%, de unién en ausencia de Gas6, segun lo
determinado por el método descrito en el Ejemplo 2.

La competicion entre anti-AXL y el ligando Gas6 a AXL se puede determinar como se describe en el Ejemplo 2 bajo
el titulo "Interferencia de unién anti-AXL con unién a Gas6". Por lo tanto, la presente descripcidon proporciona un
anticuerpo que no compite por la unién a AXL con el ligando Gas6, en donde la competicion por la union se
determina en un ensayo que comprende las etapas de

i) incubar células que expresan AXL con Gas6,

ii) afadir los anticuerpos anti-AXL que se deben probar,

i) afadir un reactivo secundario marcado con fluorescencia que detecte anticuerpos anti-AXL y
iv) analizar las células mediante FACS.

El anticuerpo puede ser uno que no compita por la unién con el ligando Gas6, en donde la competiciéon por la union
se determina en un ensayo que comprende las etapas de

i) incubar células que expresan AXL con anticuerpos anti-AXL,

ii) afiadiendo Gas6,

i) afadir un reactivo secundario marcado con fluorescencia que detecta Gas6, y
iv) analizar las células mediante FACS.

En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de union (Kp) en el intervalo de 0,3x10'9 a63x10° M para AXL, y
en donde dicha afinidad de unién se mide utilizando una interferometria de Biocapa utilizando el dominio extracelular
de AXL soluble.

La afinidad de union se puede determinar como se describe en el Ejemplo 2. Por lo tanto, el anticuerpo puede tener
una afinidad de unién de 0,3x10'9 a 63x10° M al antigeno, en donde la afinidad de unién se determina mediante un
método que comprende las etapas de;

i) cargar biosensores de Captura anti-Fc humano con anticuerpos anti-AXL, y
ii) determinar la asociaciéon y disociacion del dominio extracelular AXL recombinante soluble mediante
interferometria de Biocapa a diferentes concentraciones.

El término "dominio extracelular de AXL recombinante soluble" como se emplea en la presente memoria, se refiere a
8
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un dominio extracelular de AXL que se ha expresado de forma recombinante. Debido a la ausencia del dominio
transmembrana e intracelular, el dominio extracelular de AXL recombinante no esta unido, p. €j. a una superficie
celular y permanece en solucién. Es bien conocido como expresar una proteina de forma recombinante, véase p. €j.
[25], y, por lo tanto, esta dentro del conocimiento del experto en la técnica proporcionar dicho dominio extracelular de
AXL recombinante.

En una realizacion, el anticuerpo tiene una tasa de disociacion de 6,9x10'5 s'a 9,7x10'3 s para AXL, y en donde la
tasa de disociacion se mide por interferometria de Biocapa utilizando el dominio extracelular de AXL recombinante
soluble.

La afinidad de unién se puede determinar como se ha descrito anteriormente (y en el Ejemplo 2). Por lo tanto, el
anticuerpo puede tener una tasa de disociacion de 6,9x10'5 s'a 9,7x10'3 s’ para AXL, y en donde la tasa de
disociacion se mide por medio de un método que comprende las etapas de

i) cargar biosensores de captura Fc antihumanos con anticuerpos anti-AXL, y
ii) determinar la asociacion y disociacion del dominio extracelular de AXL recombinante mediante

Interferometria de Biocapa a diferentes concentraciones.

El término "velocidad de disociacién", como se emplea en la presente memoria, se refiere a la velocidad a la que un
anticuerpo especifico de antigeno se une a su antigeno, se disocia de ese antigeno y se expresa como s”. Por lo
tanto, en el contexto de un anticuerpo que se une a AXL, el término "velocidad de disociacién" se refiere al
anticuerpo que se une a AXL, se disocia del dominio recombinante extracelular de AXL y se expresa como s’

AXL puede ser AXL humana. La secuencia de aminoacidos de AXL esta de acuerdo con Swissprot P30530.
AXL puede ser AXL de mono cinomolgo (acceso de Genbank HB387229.1).

El anticuerpo puede tener al menos una regién de unidon que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena pesada variable (VH) que tienen al menos 95%, tal como al menos 96%, tal como al menos 97%, tal como al
menos 98%, tal como al menos el 99%, de identidad de secuencia con secuencias seleccionadas del grupo que
consiste en:

a) SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente [107];

b) SEQ ID NO: 93, 94 y 95, respectivamente [613];

c) SEQ ID NO: 93, 126 y 127, respectivamente [613/608-01/610-01/620-06];
d) SEQ ID NO: 83, 84 y 85, respectivamente [608-01];

e) SEQ ID NO: 88, 89 y 90, respectivamente [610-01];

f) SEQ ID NO: 98, 99 y 100, respectivamente, [613-08]; y

g) SEQ ID NO: 103, 104 y 105, respectivamente [620-06].

El anticuerpo puede comprender al menos una region de union que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena pesada (VH) variable que tienen a lo sumo 5 mutaciones o sustituciones, tal como a lo sumo 4 mutaciones o
sustituciones, tal como a lo sumo 3 mutaciones o sustituciones, tal como a lo sumo 2 mutaciones o sustituciones, tal
como a lo sumo 1 mutacién o sustitucion, en total a lo largo de las secuencias CDR en dicha cadena pesada variable
seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente [107];

b) SEQ ID NO: 93, 94 y 95, respectivamente [613];

c) SEQ ID NO: 93, 126 y 127, respectivamente [613/608-01/610-01/620-06];
d) SEQ ID NO: 83, 84 y 85, respectivamente [608-01];

e) SEQ ID NO: 88, 89 y 90, respectivamente [610-01];

f) SEQ ID NO: 98, 99 y 100, respectivamente, [613-08]; y

g) SEQ ID NO: 103, 104 y 105, respectivamente [620-06].

Se pueden permitir mutaciones o sustituciones de hasta cinco mutaciones o sustituciones a lo largo de las tres
secuencias CDR en la cadena pesada variable. Las mutaciones o sustituciones pueden ser de aminoacidos
conservativos, fisicos o funcionales, de modo que las mutaciones o sustituciones no cambien el epitopo o
preferiblemente no modifiquen la afinidad de unién al epitopo mas de 30%, tal como mas de 20% o tal como mas de
10% Los aminoacidos conservativos, fisicos o funcionales se seleccionan entre los 20 aminoéacidos naturales, es
decir, Arg, His, Lys, Asp, Glu, Ser, Thr, Asn, GIn, Cys, Gly, Pro, Ala, lle, Leu, Met, Phe, Trp, Tyry Val.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de union que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena pesada variable (VH) que se seleccionan del grupo que consiste en;
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a) SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente [107];

b) SEQ ID NO.: 93, 94 y 95, respectivamente [613];

c) SEQ ID NO: 93, 126 y 127, respectivamente [613/608-01/610-01/620-06];
d) SEQ ID NO: 83, 84 y 85, respectivamente [608-01];

e) SEQ ID NO: 88, 89 y 90, respectivamente [610-01];

f) SEQ ID NO: 98, 99 y 100, respectivamente, [613-08]; y

g) SEQ ID NO: 103, 104 y 105, respectivamente [620-06].

En una realizacion, la al menos una region de unién comprende una regiéon de cadena pesada variable (VH) y una
region de cadena ligera variable (VL) que tiene a lo sumo 10 mutaciones o sustituciones, a lo sumo 5 mutaciones o
sustituciones, tal como a lo sumo 4 mutaciones o sustituciones, tal como a lo sumo 3 mutaciones o sustituciones, tal
como a lo sumo 2 mutaciones o sustituciones, tal como a lo sumo 1 mutacion o sustitucion, a lo largo de dichas
secuencias de cadena pesada variable y de cadena ligera seleccionadas del grupo que consiste en;

a) una region VH que comprende SEQ ID NO: 1 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 2 [107];

b) una region VH que comprende SEQ ID NO: 25 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 26 [613];

c) una region VH que comprende SEQ ID NO: 21 y una regiéon VL que comprende SEQ ID NO:22 [608-01];
d) una region VH que comprende SEQ ID NO: 23 y una region VL que comprende SEQ ID NO:24 [610-01];
e) una region VH que comprende SEQ ID NO: 27 y una region VL que comprende SEQ ID NO:28 [613-08]; y
f) una region VH que comprende SEQ ID NO: 29 y una regién VL que comprende SEQ ID NO:30 [620-06].

Se pueden permitir hasta 10 mutaciones o sustituciones a lo largo de la cadena pesada variable y la cadena ligera
variable. Las hasta 10 mutaciones o sustituciones se pueden distribuir a lo largo de toda la longitud de la cadena
pesada variable y la cadena ligera variable de cada regién de unién. Las mutaciones o sustituciones pueden ser de
aminoacidos conservativos, fisicos o funcionales de manera que las mutaciones o sustituciones no cambien el
epitopo y preferiblemente no modifiquen la afinidad de union al epitopo mas del 30%, como mas del 20% o mas del
10% Los aminoacidos conservativos, fisicos o funcionales se pueden seleccionar entre los 20 aminoacidos naturales
encontrados, es decir, Arg, His, Lys, Asp, Glu, Ser, Thr, Asn, GIn, Cys, Gly, Pro, Ala, lle, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr y
Val.

En una realizacion, la al menos una regiéon de unién comprende una region VH y una region VL seleccionada del
grupo que consiste en;

a) una region VH que comprende SEQ ID NO: 1 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 2 [107];

b) una region VH que comprende SEQ ID NO: 25 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 26 [613];

¢) una region VH que comprende SEQ ID NO: 21 y una regiéon VL que comprende SEQ ID NO:22 [608-01];
d) una region VH que comprende SEQ ID NO: 23 y una region VL que comprende SEQ ID NO:24 [610-01];
e) una region VH que comprende SEQ ID NO: 27 y una region VL que comprende SEQ ID NO:28 [613-08]; y
f) una region VH que comprende SEQ ID NO: 29 y una regién VL que comprende SEQ ID NO:30 [620-06].

Se pueden permitir mutaciones o sustituciones de hasta 10 mutaciones o sustituciones a lo largo de la cadena
pesada variable y la cadena ligera variable. Las hasta 10 mutaciones o sustituciones se pueden distribuir a lo largo
de la cadena pesada variable y la cadena ligera variable. Las hasta 10 mutaciones o sustituciones se pueden
distribuir a lo largo de la region de unién. Las mutaciones o sustituciones pueden ser de aminoacidos conservativos,
fisicos o funcionales de manera que las mutaciones o sustituciones no cambien el epitopo o modifiquen la unién al
epitopo.

La presente descripcién proporciona anticuerpos que se unen a un dominio extracelular de AXL sin competir o
interferir en la union de Gas6 a AXL. En particular, el anticuerpo se puede unir al dominio extracelular de tipo Ig1 sin
competir o interferir en la unién de Gas6 a AXL. El anticuerpo se puede unir al dominio extracelular de tipo Ig1 y no
mostrar mas de 20% de reduccion de la union maxima de Gas6 a AXL. En particular, el anticuerpo puede mostrar no
mas de 15% de reduccién de la unidon maxima de Gas6 a AXL. El anticuerpo puede mostrar no mas de 10% de
reduccion de la uniéon maxima de Gas6 a AXL. El anticuerpo puede mostrar no mas de 5% de reduccién de la union
maxima de Gas6 a AXL. El anticuerpo puede mostrar no mas de 4% de reduccion de la unién maxima de Gas6 a
AXL. El anticuerpo puede mostrar no mas de 2% de reduccion de la union maxima de Gas6 a AXL. El anticuerpo
puede mostrar no mas de 1% de reduccion de la unién maxima de Gas6. El anticuerpo se puede unir al dominio
extracelular de tipo 1g2 sin competir o interferir en la union de Gas6 a AXL. El anticuerpo se puede unir al dominio
extracelular de tipo Ig2 y mostrar no mas de 20%, tal como no mas de 15%, tal como no mas de 10%, tal como no
mas de 5%, tal como no mas de 4%, tal como no mas de 2%, tal como no mas de 1%, de reduccién de la union
maxima de Gas6 a AXL. En relacién con estas divulgaciones, la capacidad de competir o reducir la uniéon a Gas6 se
puede determinar como se describe en el Ejemplo 2 o el Ejemplo 12. En una realizacion, el anticuerpo se une al
dominio extracelular de tipo Ig2 sin competir o interferir en la union maxima de Gas6 a AXL.

Los métodos para determinar un epitopo al que se une un anticuerpo son bien conocidos en la técnica y, por lo
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tanto, el experto en la técnica sabria como determinar dicho epitopo. Sin embargo, un ejemplo para determinar si un
anticuerpo se une dentro de cualquier epitopo definido en la presente memoria seria por mutaciones puntuales del
dominio extracelular de AXL. Se encuentra dentro del conocimiento del experto en la técnica introducir mutaciones
puntuales en el dominio extracelular de AXL y probar la uniéon de anticuerpos a dominios extracelulares de AXL
mutados puntuales. Cuando se hace referencia a las posiciones de aminoacidos dentro de la proteina AXL en el
contexto de los epitopos, la numeracion se ha determinado como se describe en el Ejemplo 7. Por lo tanto, la
numeracién de las posiciones de aminoacidos que definen el epitopo se realizd basandose en las secuencias
presentadas en la Figura 6, es decir el primer aminoacido en la secuencia mostrada estaba numerado como posicion
'1', el segundo como posicién '2', etc.

El anticuerpo se puede unir a un epitopo dentro del dominio de tipo Ig1 de AXL, el epitopo comprende o requiere los
aminoacidos correspondientes a las posiciones L121 a Q129 o0 T112 a Q124 de AXL humana. En una realizacion, el
anticuerpo se une a un epitopo dentro del dominio de tipo Ig1 de AXL, el epitopo comprende o requiere uno o mas
aminoacidos correspondientes a las posiciones L121 a Q129 o T112 a Q124 de AXL humana. El epitopo puede
comprender uno o mas aminoacidos en la posicion L121, G122, H123, Q124, T125, F126, V127, S128, Q129 o mas
aminoacidos en la posicion T112, G113, Q114, Y115, Q116, C117, L118, V119, F120, L121, G122, H123, Q124.

En una realizacion, el anticuerpo comprende una cadena pesada de un isotipo seleccionado del grupo que consiste
en IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4.

El término "isotipo" como se emplea en la presente memoria se refiere a la clase de inmunoglobulina (por ejemplo,
1gG1, 19G2, IgG3, IgG4, IgD, IgA, IgE o IgM) o cualquiera de sus alotipos, tal como IgG1m(za) e IgG1m(f)) que esta
codificado por genes de regidon constante de cadena pesada. Ademas, cada isotipo de cadena pesada se puede
combinar con una cadena ligera kappa (k) o lambda (A).

En una realizacion, el isotipo es IgG1, opcionalmente alotipo IgG1m (f).

En una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal completo, opcionalmente un anticuerpo 1gG1, k
monoclonal completo.

El término "anticuerpo completo" cuando se utiliza en la presente memoria, se refiere a un anticuerpo (p. €j., un
anticuerpo parental o variante) que contiene todos los dominios constantes y variables de cadena pesada y ligera
correspondientes a los que normalmente se encuentran en un anticuerpo de tipo salvaje de ese isotipo. Se puede
producir un anticuerpo completo segun la presente invencion mediante un método que comprende las etapas de (i)
clonar las secuencias CDR en un vector adecuado que comprende secuencias completas de cadena pesada y
secuencias completas de cadena ligera, y (ii) expresar la secuencia pesada completa y secuencias de cadena ligera
en sistemas de expresion adecuados. Esta dentro del conocimiento de la persona experta producir un anticuerpo
completo cuando se inicia a partir de secuencias CDR o secuencias de region variable completa. Por lo tanto, la
persona experta sabria cdmo generar un anticuerpo completo segun la presente invencion.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo humano.

El término "anticuerpo humano", como se emplea en la presente memoria, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables y marco derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana y un dominio
constante de inmunoglobulina humana. Los anticuerpos humanos de la presente descripcion pueden incluir residuos
de aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana (p. €j., mutaciones,
inserciones o deleciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacion
somatica in vivo). Sin embargo, no se pretende que el término "anticuerpo humano”, como se emplea en la presente
memoria, incluya anticuerpos en los que las secuencias CDR derivadas de la linea germinal de otra especie no
humana, por ejemplo, de ratén, se hayan injertado en secuencias marco humanas.

Como se utiliza en la presente memoria, un anticuerpo humano se "obtiene a partir de" una secuencia de la linea
germinal concreta si el anticuerpo se obtiene a partir de un sistema que utiliza secuencias de inmunoglobulina
humana, por ejemplo inmunizando un ratén transgénico que porta genes de inmunoglobulina humana o
seleccionando una biblioteca de genes de inmunoglobulina humana, y en donde el anticuerpo humano seleccionado
tiene una secuencia de aminoacidos al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 96%, tal como al
menos 97%, por ejemplo al menos 98%, o tal como al menos 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada
por el gen de inmunoglobulina de la linea germinal. Tipicamente, fuera de la CDR3 de cadena pesada, un anticuerpo
humano derivado de una secuencia concreta de la linea germinal humana no mostrara mas de 20 diferencias de
aminoacidos, p. €j. no mas de 10 diferencias de aminoacidos, tal como no mas de 9, 8, 7, 6 o 5, por ejemplo, no mas
de 4, 3, 2 o 1 diferencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina
de la linea germinal.

El anticuerpo segun la presente invencién puede comprender modificaciones de aminoacidos en las cadenas
11
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pesadas y/o ligeras de inmunoglobulina. En una realizacion concreta, los aminoacidos en la regién Fc del anticuerpo
se pueden maodificar.

El término "regidon Fc" como se emplea en la presente memoria, se refiere a una region que comprende, en la
direccion desde el extremo N- a C-terminal del anticuerpo, al menos una regién bisagra, una region CH2 y una
region CH3. Una region Fc del anticuerpo puede mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del
anfitrién, incluidas varias células del sistema inmunitario (tales como las células efectoras) y los componentes del
sistema del complemento.

El término "region bisagra" como se emplea en la presente memoria se refiere a la region bisagra de una cadena
pesada de inmunoglobulina. Asi, por ejemplo, la region bisagra de un anticuerpo IgG1 humano corresponde a los
aminoacidos 216-230 de acuerdo con la numeracion Eu como se establece en Kabat [26]. Sin embargo, la region
bisagra también puede ser cualquiera de los otros subtipos como se describe en la presente memoria.

El término "region CH1" o "dominio CH1" como se emplea en la presente memoria se refiere a la region CH1 de una
cadena pesada de inmunoglobulina. Asi, por ejemplo, la region CH1 de un anticuerpo IgG1 humano corresponde a
los aminoacidos 118-215 de acuerdo con la numeracion Eu como se establece en Kabat [26]. Sin embargo, la region
CH1 también puede ser cualquiera de los otros subtipos como se describe en la presente memoria.

El término "region CH2" o "dominio CH2" como se emplea en la presente memoria se refiere a la region CH2 de una
cadena pesada de inmunoglobulina. Asi, por ejemplo, la region CH2 de un anticuerpo IgG1 humano corresponde a
los aminoacidos 231-340 de acuerdo con la numeracién Eu como se establece en Kabat [26]. Sin embargo, la region
CH2 también puede ser cualquiera de los otros subtipos como se describe en la presente memoria.

El término "region CH3" o "dominio CH3" como se emplea en la presente memoria se refiere a la region CH3 de una
cadena pesada de inmunoglobulina. Asi, por ejemplo, la region CH3 de un anticuerpo IgG1 humano corresponde a
los aminoacidos 341-447 de acuerdo con la numeracion Eu como se establece en Kabat [26]. Sin embargo, la region
CH3 también puede ser cualquiera de los otros subtipos como se describe en la presente memoria.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo con funcion efectora deficiente, un anticuerpo IgG4 estabilizado o un
anticuerpo monovalente.

En particular, la cadena pesada puede haber sido modificada de modo que se haya eliminado toda la regién bisagra.

La secuencia del anticuerpo puede haber sido modificada de modo que no comprenda ningun sitio aceptor para la
glicosilacion ligada a N.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo de cadena sencilla.

La presente descripcion se refiere adicionalmente a un anticuerpo multiespecifico que comprende al menos una
primera region de union de un anticuerpo de acuerdo con cualquier aspecto o realizacion descritos en la presente
memoria, y una segunda region de unién que se une a una diana o epitopo diferentes de los de la primera region de
union. El término "anticuerpo multiespecifico" como se emplea en la presente memoria, se refiere a anticuerpos en
los que las regiones de unién son de dos a al menos dos, tal como al menos tres, antigenos diferentes o al menos
dos, como al menos tres, epitopos diferentes sobre el mismo antigeno.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un anticuerpo biespecifico que comprende una primera region
de unién de un anticuerpo de acuerdo con cualquier aspecto o realizaciones descritas en la presente memoria, y una
segunda region de union que se une a una diana o epitopo diferentes de los de la primera region de union.

El término "biespecifico”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a moléculas de unién, tales como
anticuerpos en los que las regiones de unién de la molécula de unién se unen a dos antigenos diferentes o dos
epitopos diferentes sobre el mismo antigeno.

El término "anticuerpo biespecifico" se refiere a un anticuerpo que tiene especificidades para al menos dos epitopos
diferentes, tipicamente no solapantes. Tales epitopos pueden estar en la misma diana o en dianas diferentes. Si los
epitopos estan en dianas diferentes, tales dianas pueden estar en la misma célula o en diferentes células, tipos de
células o estructuras, tales como el tejido extracelular.

El término "diana diferente" como se emplea en la presente memoria, se refiere a otra proteina, molécula o similar a
AXL o a un fragmento de AXL.

Los ejemplos de moléculas de anticuerpos biespecificos que se pueden utilizar en la presente invencion
comprenden (i) un solo anticuerpo que tiene dos brazos que comprenden diferentes regiones de unién a antigeno,
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(ii) un anticuerpo de cadena sencilla que tiene especificidad para dos epitopos diferentes, por ejemplo, a través de
dos scFv conectados en tandem por un conector peptidico adicional; (iii) un anticuerpo de dominio variable dual
(DVD-Ig™), donde cada cadena ligera y cadena pesada contiene dos dominios variables en tandem a través de un
enlace peptidico corto [29]; (iv) un fragmento biespecifico (Fab')2 conectado quimicamente; (v) un Tandab®, que es
una fusién de dos diacuerpos de cadena sencilla que da como resultado un anticuerpo biespecifico tetravalente que
tiene dos sitios de uniéon para cada uno de los antigenos diana; (vi) un flexicuerpo “flexibody”, que es una
combinacion de scFv con un diacuerpo que da como resultado una molécula multivalente; (vii) una denominada
molécula de "acoplamiento y bloqueo" (Dock-and-Lock®), basada en el "dominio de dimerizacién y acoplamiento” en
la Proteina Quinasa A, que, cuando se aplica a los Fab, puede producir una proteina de unién biespecifica trivalente
que consiste de dos fragmentos Fab idénticos conectados a un fragmento Fab diferente; (viii) una denominada
molécula Scorpion, que comprende, por ejemplo, dos scFv fusionados a ambos extremos de un brazo Fab humano;
y (ix) un diacuerpo.

El anticuerpo biespecifico puede ser un diacuerpo, un anticuerpo biespecifico que combina dos o mas elementos
que reconocen antigenos “cross-body”, tal como CrossMabs, o un anticuerpo biespecifico obtenido mediante un
intercambio de brazo Fab controlado (como se describe en [30]).

Los ejemplos de diferentes clases de anticuerpos biespecificos incluyen, pero no se limitan a (i) moléculas de tipo
IgG con dominios CH3 complementarios para forzar la heterodimerizacion; (ii) moléculas de direccionamiento dual
de tipo IgG recombinantes, en donde los dos lados de la molécula contienen cada uno el fragmento Fab o parte del
fragmento Fab de al menos dos anticuerpos diferentes; (iii) moléculas de fusion de IgG, en donde los anticuerpos
IgG completos se fusionan con un fragmento Fab adicional o partes del fragmento Fab; (iv) moléculas de fusion de
Fc, en donde las moléculas Fv de cadena sencilla o los diacuerpos estabilizados se fusionan con dominios
constantes de cadena pesada, regiones Fc o partes de los mismos; (v) moléculas de fusion de Fab, en donde
diferentes fragmentos Fab se fusionan entre si, se fusionan con dominios constantes de cadena pesada, regiones Fc
o partes de los mismos; y (vi) anticuerpos ScFv y de cadena pesada y basados en diacuerpos (p. €j., anticuerpos de
dominio, Nanobodies®) en los que se fusionan diferentes moléculas de Fv de cadena sencilla o diferentes
diacuerpos o anticuerpos de cadena pesada diferentes (p. gj., anticuerpos de dominio, Nanobodies®) a cada una de
las demas u otra proteina o molécula portadora fusionada a dominios constantes de cadena pesada, regiones Fc o
partes de los mismos.

Los ejemplos de moléculas de tipo IgG con dominios CH3 complementarios incluyen, entre otros, Triomab® (Trion
Pharma/Fresenius Biotech, [31]), los Botones en Ojales “Knobs-into-Holes” (Genentech, [32]), CrossMAbs (Roche,
[33]) y las emparejadas electrostaticamente (Amgen, [34] y [35]; Chugai, [36]; Oncomed, [37]), LUZ-Y (Genentech),
DIG-body y PIG-body (Pharmabcine), anticuerpo de fusién de Dominio Modificado Genéticamente de Intercambio de
Cadenas (SEEDbody) (EMD Serono, [38]), Biclonics (Merus), FcAAdp (Regeneron, [39]), IgG1 e IgG2 biespecificas
(Pfizer/Rinat, [40]), plataforma Azymetric (Zymeworks/Merck, [41]), mAb-Fv (Xencor, [42]), anticuerpos biespecificos
bivalentes (Roche [43]) y moléculas DuoBody® (Genmab A/S, [30]).

Los ejemplos de moléculas de direccionamiento dual de tipo IgG recombinantes incluyen, pero no se limitan a, Ig de
Direccionamiento Dual (DT) (GSK/Domantis), Anticuerpo Dos en uno (Genentech), Mab entrecruzados (Karmanos
Cancer Center), mAb2 (F-Star, [44]), Zybodies™ (Zyngenia), enfoques con una cadena ligera comun (Crucell/Merus,
[45]), kABodies (Novimmune) y CovX-body (CovX/Pfizer).

Los ejemplos de moléculas de fusion de IgG incluyen, entre otros, Ig de dominio variable dual (DVD)-Ig™ (Abbott,
[46]), anticuerpos de doble cabeza de dominio dual (Unilever; Sanofi Aventis, [47]), biespecifico de tipo I1gG
(ImClone/Eli Lilly), Ts2Ab (Medimmune/AZ) y BsAb (Zymogenetics), HERCULES (Biogen Idec, [48]), fusion de scFv
(Novartis), fusion de scFv (Changzhou Adam Biotech Inc, [49]) y TvAb (Roche, [50], [51]).

Los ejemplos de moléculas de fusidon Fc incluyen, entre otros, Fusiones ScFv/Fc (Academic Institution), SCORPION
(Emergent BioSolutions/Trubion, Zymogenetics/BMS), Tecnologia de Redireccionamiento de Afinidad Dual (Fc-
DART™) (MacroGenics, [52], [53]) y Dual(ScFv)2-Fab (Centro Nacional de Investigacion de Medicina de Anticuerpos
- China).

Los ejemplos de anticuerpos biespecificos de fusion de Fab incluyen, entre otros, F(ab)2 (Medarex AMGEN), Dual-
Action o Bis-Fab (Genentech), Dock-and-Lock® (DNL) (ImmunoMedics), Bivalent Bispecific (Biotecnol) y Fab-Fv
(UCB-Celltech).

Los ejemplos de anticuerpos ScFv, basados en diacuerpos y anticuerpos de dominio incluyen, pero no se limitan a,
Acoplador biespecifico de células T (BiTE®) (Micromet, Diacuerpo en Tandem (Tandab™) (Affimed), Tecnologia de
Redireccionamiento Afinidad Dual (DART) (MacroGenics), Diacuerpo de Cadena Sencilla (Academic), Anticuerpos
de tipo TCR (AIT, ReceptorLogics), Fusion ScFv de Albumina de Suero Humano (Merrimack) y COMBODY (Epigen
Biotech), nanobodies® de direccionamiento dual (Ablynx), anticuerpos de dominio Unico de cadena pesada de
direccionamiento dual.
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Se puede generar un anticuerpo biespecifico segun la presente invencion mediante la introduccion de
modificaciones en la region constante del anticuerpo.

A menos que se indique lo contrario o se contradiga por el contexto, los aminoacidos de las secuencias de la region
constante se numeran de acuerdo con el indice de numeracién Eu (descrito en [26]). Los términos "indice de
numeracion Eu" y "numeracion Eu segun lo establecido en Kabat" se pueden utilizar indistintamente y tienen el
mismo significado y proposito. Por lo tanto, un aminoacido o segmento en una secuencia que "corresponde a" un
aminoacido o segmento en otra secuencia es uno que se alinea con el otro aminoacido o segmento utilizando un
programa de alineamiento de secuencia convencional tal como ALIGN, ClustalWW o similar, tipicamente en
configuracion predeterminada y tiene al menos 50%, al menos 80%, al menos 90% o al menos 95% de identidad con
una cadena pesada de IgG1 humana. Es bien conocido en la técnica como alinear una secuencia o segmento en
una secuencia y asi determinar la posiciéon correspondiente en una secuencia a una posicién de aminoacido segun
la presente invencion.

El término "aminoacido correspondiente a las posiciones" como se emplea en la presente memoria se refiere a un
numero de posicion de aminoacido en una cadena pesada de IgG1 humana.

La presente descripcion también proporciona anticuerpos que comprenden variantes funcionales de la region VL, la
region VH o una o mas CDR de los anticuerpos de los ejemplos. Una variante funcional de una VL, VH o CDR
utilizada en el contexto de un anticuerpo contra AXL todavia permite que el anticuerpo retenga al menos una
proporcidon sustancial (al menos aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95 %, 99% o mas) de la
afinidad/avidez y/o la especificidad/selectividad del anticuerpo parental y, en algunos casos, dicho anticuerpo contra
AXL puede estar asociado con una mayor afinidad, selectividad y/o especificidad que el anticuerpo parental.

Tales variantes funcionales conservan tipicamente una identidad de secuencia significativa con el anticuerpo
parental. El porcentaje de identidad entre dos secuencias esta en funcién del numero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (es decir, % de homologia = numero de posiciones idénticas/nimero total de
posiciones x 100), teniendo en cuenta el nimero de espacios y la longitud de cada espacio, que se debe introducir
para un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. La comparacion de secuencias y la determinacion del
porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede lograr utilizando un algoritmo matematico, que es bien
conocido en la técnica.

Las secuencias de VH, VL y/o CDR de las variantes pueden diferir de las de las secuencias de anticuerpos
parentales a través de sustituciones principalmente conservativas; por ejemplo, al menos aproximadamente 35%,
aproximadamente 50% o mas, aproximadamente 60% o mas, aproximadamente 70% o mas, aproximadamente 75%
0 mas, aproximadamente 80% o mas, aproximadamente 85% o mas, aproximadamente 90% o mas, (p. €j.,
aproximadamente 65-95%, tal como aproximadamente 92%, 93% o 94%) de las sustituciones en la variante son
reemplazos conservativos de residuos de aminoacidos.

Las secuencias de VH, VL y/o CDR de las variantes pueden diferir de las de las secuencias de anticuerpos
parentales a través de sustituciones principalmente conservativas; por ejemplo 10 o menos, tal como 9 o menos, 8 o
menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos, 2 o menos o 1 de las sustituciones en la variante
son reemplazos conservativos de residuos de aminoacidos.

Los términos "aminoacido" y "residuo de aminoacido" se pueden utilizar indistintamente en la presente memoria, y
no se debe entender que sean limitantes.

En el contexto de la presente invencién, el aminoacido se puede definirse mediante aminoacidos conservativos o no
conservativos y, por lo tanto, se puede clasificar en consecuencia. Los residuos de aminoacidos también se pueden
dividir en clases definidas por las propiedades fisicas y funcionales alternativas. Por lo tanto, las clases de
aminoacidos se pueden reflejar en una o ambas de las siguientes tablas:

Residuo de aminoacido de clase conservativa

Residuos Acidos DyE
Residuos Alcalinos K,RyH
Residuos Hidréfilos Sin Carga S, T,NyQ
Residuos Alifaticos Sin Carga G A VLel
Residuos No Polares Sin Carga C,MyP
Residuos Aromaticos F,YyW
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Clasificaciones fisicas y funcionales alternativas de residuos de aminoacidos

Residuos que contienen grupos de alcohol. SyT

Residuos alifaticos ILL,VyM

Residuos asociados a cicloalquenilo F,HHWeY

Residuos hidréfobos ACFGHILLMRT VWeY
Residuos con carga negativa DyE

Residuos polares C,D,E,H,K,N,Q,R,SyT
Residuos cargados positivamente H,KyR

Residuos pequerios A,C,D,G, NP, S, TyV

Residuos muy pequefios A,GyS

Residuos implicados en la formacion de giros A,C,D,E,G,HKNQR,SPyT
Residuos flexibles QT KS,GP,DEYR

En el contexto de la presente invencion, una sustitucién en un anticuerpo se indica como:
Aminoacido original - posicidn - aminoacido sustituido;

En referencia a la nomenclatura bien reconocida para aminoacidos, se utiliza el cédigo de tres letras o el
cédigo de una letra, incluidos los codigos "Xaa" o "X" para indicar cualquier residuo de aminoacido. Por lo
tanto, Xaa o X pueden representar tipicamente cualquiera de los 20 aminoacidos de origen natural. El término
"de origen natural" como se emplea en la presente memoria se refiere a uno cualquiera de los siguientes
residuos de aminoacidos; glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, lisina, arginina,
histidina, acido aspartico, asparragina, acido glutamico, glutamina, prolina, triptéfano, fenilalanina, tirosina,
metionina y cisteina. Por consiguiente, la notacion "K409R" o "Lys409Arg" significa que el anticuerpo
comprende una sustitucion de lisina por arginina en la posicion de aminoacido 409.

La sustitucion de un aminoacido en una posicion dada por cualquier otro aminoacido se denomina:
Aminoacido original - posicion; o p. €j. "K409"

Para una modificacién en la que los aminoacidos originales y/o los aminoacidos sustituidos pueden comprender mas
de uno, pero no todos los aminoacidos, el mas de un aminoacido puede estar separado por "," o "/". p. €j. la
sustitucién de lisina por arginina, alanina o fenilalanina en la posicion 409 es:

"Lys409Arg,Ala,Phe" o "Lys409Arg/Ala/Phe" o "K409R,A,F" o "K409R/A/F" 0 "K409 a R, Ao F".

Tal designacion se puede utilizar indistintamente en el contexto de la invencién, pero tiene el mismo significado y
propdsito.

Ademas, el término "una sustitucién" abarca una sustituciéon en uno cualquiera o los demas diecinueve aminoacidos
naturales, o en otros aminoacidos, tales como aminoacidos no naturales. Por ejemplo, una sustitucion del
aminoacido K en la posicion 409 incluye cada una de las siguientes sustituciones: 409A, 409C, 409D, 409E, 409F,
409G, 409H, 4091, 409L, 409M, 409N, 409Q, 409R, 409S, 409T, 409V, 409W, 409P y 409Y. Esto es, por cierto,
equivalente a la designacion 409X, en donde la X designa cualquier aminoacido que no sea el aminoacido original.
Estas sustituciones también se pueden designar K409A, K409C, etc. o K409A,C, etc. o K409A/Cl/etc. Lo mismo se
aplica por analogia a todas y cada una de las posiciones mencionadas en la presente memoria, para incluir
especificamente en la presente memoria cualquiera de tales sustituciones.

El anticuerpo segun la invencion también puede comprender una delecion de un residuo de aminoacido. Tal delacion
puede denotarse "del" e incluye, p. €j., la forma K409del. Por lo tanto, en tales realizaciones, la Lisina en la posicion
409 se ha suprimido de la secuencia de aminoacidos.

En una realizacion concreta, el anticuerpo biespecifico comprende una primera y una segunda cadena pesada, cada
una de la primera y segunda cadena pesada comprende al menos una region bisagra, una region CH2 y CH3, en
donde en la primera cadena pesada se ha sustituido al menos uno de los aminoacidos en las posiciones
correspondientes a las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en K409, T366, L368, K370, D399, F405 e
Y407 en una cadena pesada de IgG1 humana, y en la segunda cadena pesada, se ha sustituido al menos uno de
los aminoacidos en las posiciones correspondientes a una posicion seleccionada del grupo que consiste en F405,
T366, L368, K370, D399, Y407 y K409 en una cadena pesada de IgG1 humana, y en la que la primera y la segunda
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cadenas pesadas no estan sustituidas en las mismas posiciones.

La presente descripcién proporciona anticuerpos, en donde en la primera cadena pesada el aminoacido en la
posicion correspondiente a K409 en una cadena pesada de IgG1 humana no es K, L o M y opcionalmente el
aminoacido en la posicion correspondiente a F405 en una cadena pesada de IgG1 humana es F, y en la segunda
cadena pesada el aminoacido en la posicion correspondiente a F405 en una cadena pesada de IgG1 humana no es
F y el aminoacido en la posicion correspondiente a K409 en una cadena pesada de IgG1 humana es K.

La presente descripcidon proporciona anticuerpos, en donde en la primera cadena pesada, el aminoacido en la
posicion correspondiente a F405 en una cadena pesada de IgG1 humana no es F, Ry G, y en la segunda cadena
pesada los aminoacidos en las posiciones correspondientes a una posicion seleccionada del grupo que consiste en;
T366, L368, K370, D399, Y407 y K409 en una cadena pesada de IgG1 humana han sido sustituidos.

La presente descripcion proporciona anticuerpos, en donde el aminoacido en la posicion correspondiente a K409 en
una cadena pesada de IgG1 humana es diferente de K, L o M en la primera cadena pesada, y en la segunda cadena
pesada el aminoacido en posicion correspondiente a F405 en una cadena pesada de IgG1 humana no es F y
opcionalmente el aminoacido en la posicion correspondiente a K409 en una cadena pesada de IgG1 humana es K.

El aminoacido en la posicion correspondiente a F405 en una cadena pesada de IgG1 humana puede ser L en dicha
primera cadena pesada, y el aminoacido en la posicion correspondiente a K409 en una cadena pesada de IgG1
humana puede ser R en dicha segunda cadena pesada, o viceversa.

Asi, en una realizacion, el aminoacido en la posicidon correspondiente a K409 en una cadena pesada de 1gG1
humana es R en la primera cadena pesada, y el aminoacido en la posicion correspondiente a F405 en una cadena
pesada de IgG1 humana es L en la segunda cadena pesada.

La presente descripcion proporciona anticuerpos, en los que tanto la primera como la segunda region de unién del
anticuerpo biespecifico se unen a AXL. Sin embargo, la primera regién de unién comprende un conjunto diferente de
secuencias CDR que la segunda region de unién. Por lo tanto, el anticuerpo biespecifico puede comprender una
primera y una segunda region de union, y una primera y una segunda cadena pesada, en donde la primera y la
segunda regiones de unién comprenden cada una una region VH y VL seleccionada del grupo que consiste en;

a) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 46, 47 y 48, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148];

b) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 114, 115 y 116, respectivamente, y una segunda regiéon VL que comprende
las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente [733];

c) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 41, 42 y 43, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 44, AAS y 45, respectivamente, [140];

d) una primera regidon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 51, 52 y 55, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 55, GAS y 56, respectivamente. [154];

€) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 51, 52 y 54, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 55, GAS y 56, respectivamente. [154-M103L];

f) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 57, 58 y 59, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 60, GAS y 61, respectivamente, [171];

g) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
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NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID N° 62, 63 y 64, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 65, GAS y 66, respectivamente, [172];

h) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 67, 68 y 69, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 70, GAS y 71, respectivamente, [181];

i) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 72, 73 y 75, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 76, ATS y 77, respectivamente, [183];

j) una primera regiéon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 72, 74 y 75, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 76, ATS y 77, respectivamente, [183-N52Q];

k) una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 78, 79 y 80, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 81, AAS y 82, respectivamente, [187];

[) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 83, 84 y 85, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 86, GAS y 87, respectivamente, [608-01];

m) una primera regioén VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 88, 89 y 90, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 91, GAS y 92, respectivamente, [610-01];

n) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 94, 95 y 95, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 96, GAS y 97, respectivamente, [613];

0) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 98, 99 y 100, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 101, DAS y 102, respectivamente, [613-08];

p) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 103, 104 y 105, respectivamente; y una segunda regiéon VL que comprende
las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 106, GAS y 107, respectivamente, [620-06];

q) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 108, 109 y 110, respectivamente; y una segunda regiéon VL que comprende
las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 112, AAS y 113, respectivamente, [726];

r) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 108, 109 y 111, respectivamente; y una segunda regiéon VL que comprende
las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 112, AAS y 113, respectivamente, [726-M101L];

s) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 41, 42 y 43, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 44, AAS y 45, respectivamente, [107];

t) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
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respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 83, 84 y 85, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 86, GAS y 87, respectivamente, [608-01];

u) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 88, 89 y 90, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 91, GAS y 92, respectivamente, [610-01];

v) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 94, 95 y 95, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 96, GAS y 97, respectivamente, [613];

w) una primera regiéon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 98, 99 y 100, respectivamente; y una segunda region VL que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 101, DAS y 102, respectivamente, [613-08];

X) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID
NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda region VH que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 103, 104 y 105, respectivamente; y una segunda regiéon VL que comprende
las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 106, GAS y 107, respectivamente, [620-06];

y) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ
ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 83, 84 y 85, respectivamente; y una segunda region VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 86, GAS y 87, respectivamente, [608-01];

z) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ
ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 88, 89 y 90, respectivamente; y una segunda region VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 91, GAS y 92, respectivamente, [610-01];
aa) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ
ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 94, 95 y 95, respectivamente; y una segunda region VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 96, GAS y 97, respectivamente, [613];

bb) una primera regiéon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ
ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]y una segunda regiéon VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 98, 99 y 100, respectivamente; y una segunda region VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 101, DAS y 102, respectivamente, [613-
08]; y

cc) una primera region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ
ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 103, 104 y 105, respectivamente; y una segunda region VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 106, GAS y 107, respectivamente, [620-
06].

Producto conjugado de anticuerpo anti-AXL y farmaco — productos inmunoconjugados

Los anticuerpos de acuerdo con cualquier aspecto o realizacion de la presente invencién se pueden conjugar con un
radical terapéutico o de diagndstico, tal como un agente citotéxico, un farmaco quimioterapéutico, una citocina, un
inmunosupresor, antibidtico o un radioisétopo. Tales productos conjugados se denominan en la presente memoria
"productos inmunoconjugados”. Los productos inmunoconjugados que incluyen una o mas citotoxinas se denominan
"inmunotoxinas”. Los anticuerpos conjugados con un agente citotoxico, farmaco o similar también se conocen como
productos conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC). Un producto inmunoconjugado puede tener una semivida de
periodos de tiempo suficientes para que el conjugado de anticuerpo-farmaco sea internalizado, degradado e induzca
la muerte celular por la toxina liberada.

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencién se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende el
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anticuerpo de acuerdo con cualquier aspecto o realizacion descrito en la presente memoria, o un anticuerpo
biespecifico de acuerdo con cualquier aspecto o realizacion descrito en la presente memoria, y un radical
terapéutico, tal como un agente citotdxico, un farmaco quimioterapéutico, una citocina, un inmunosupresor,
antibiotico o un radiois6topo. El agente citotoxico, el farmaco quimioterapéutico, la citocina, el inmunosupresor, el
antibiotico o el radioisétopo se pueden conjugar con el anticuerpo o el anticuerpo biespecifico a través de un
conector.

Los ADC a menudo estan disefiados de tal manera que la carga Uutil citotoxica esta inactiva cuando se conjuga con el
anticuerpo. La carga util citotoxica se puede liberar intracelularmente tras la internalizacion del ADC después de
unirse a la membrana plasmatica de las células, o alternativamente en respuesta a la actividad proteolitica en el
microentorno tumoral. El término "internalizado" o "internalizacién", como se emplea en la presente memoria, se
refiere a un proceso bioldgico en el que las moléculas tales como el anticuerpo segun la presente invencion, son
absorbidas por la membrana celular y arrastradas al interior de la célula. Esto también se puede denominar
"endocitosis".

Por lo tanto, los anticuerpos de acuerdo con cualquier aspecto o realizacion de la presente invenciéon pueden
internalizarse en la célula al unirse a la diana, AXL.

En algunos casos, se puede desear utilizar anticuerpos que experimenten internalizacion. Tales anticuerpos que
tienen buenas propiedades de internalizaciéon pueden ser adecuados para la conjugacion con un agente citotoxico,
farmaco o similar, opcionalmente a través de un conector, que esta disefiado para escindirse intracelularmente.

Una vez internalizado, el ADC se puede administrar a los lisosomas en la mayoria de los casos, donde la liberacion
eficaz del farmaco aprovecha el entorno catabdlico que se encuentra con estos organulos. Normalmente es un
conector que conecta el anticuerpo con un agente citotoxico. Por lo tanto, los conectores especializados se han
disefiado para escindirse solo en un microentorno especifico que se encuentra en la célula tumoral la diana o en el
microentorno tumoral. Los ejemplos incluyen conectores que son escindidos por condiciones acidas, condiciones
reductoras o proteasas especificas.

La estabilidad del anticuerpo-conector-farmaco en circulacién es importante debido a que permite el suministro del
farmaco mediado por anticuerpos a células diana especificas. Ademas, la larga semivida en circulacion del ADC
proporciona exposicion durante varios dias o semanas después de la inyeccion. Los farmacos que se conjugan a
través de conectores no escindibles y enlaces proteicos escindibles por proteasas son generalmente mas estables
en circulacién que los enlaces disulfuro e hidrazona, aunque la estabilidad de los Ultimos dos enlaces puede
ajustarse alterando la estructura quimica vecina [6].

El radical terapéutico puede ser un agente citotoxico.

Una citotoxina o agente citotoxico incluye cualquier agente que sea perjudicial para (p. €j., destruir) las células. Los
agentes citotoxicos adecuados para formar productos inmunoconjugados de la presente invencion incluyen taxol,
tubulisinas, duostatinas, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopodsido,
tenoposido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantracinodiona, maitansina, o
un analogo o derivado del mismo, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona,
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina; caliqueamicina o analogos o derivados de
la misma; antimetabolitos (tales como metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-
fluorouracilo, descarcarzina, hidroxiurea, asparraginasa, gemcitabina, cladribina), agentes alquilantes (tales como
mecloretamina, tioepa, clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfano,
dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbazina (DTIC), procarbazina, mitomicina C, cisplatino y otros derivados de
platino, tales como carboplatino; asi como duocarmicina A, duocarmicina SA, CC-1065 (a.k.a. raquelmicina), o
analogos o derivados de CC-1065), dolastatina, auristatina, pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepinas (PDB),
indolinobenzodiazepinas (IGN) o analogos de los mismos, antibidticos (tales como dactinomicina (anteriormente
actinomicina), bleomicina, daunorrubicina (anteriormente daunomicina), doxorrubicina, idarubicina, mitramicina,
mitomicina, mitoxantrona, plicamicina, antramicina (AMC)), agentes antimitoticos (p. €j., agentes dirigidos a la
tubulina), tales como la toxina diftérica y moléculas relacionadas (tales como la cadena A de la difteria y sus
fragmentos activos y moléculas hibridas); toxina ricina (tal como la ricina A o una toxina de cadena de ricina A
desglicosilada), toxina del colera, una toxina similar a Shiga (SLT-I, SLT-Il, SLT-IIV), toxina LT, toxina C3, toxina
Shiga, toxina pertussis, toxina tetanica, inhibidor de la proteasa Bowman-Birk de soja, exotoxina de Pseudomonas,
alorina, saporina, modeccina, gelanina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de
Aleurites fordii, proteinas diantinas, proteinas de Phytolacca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de
Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina y toxinas de enomicina. Otras moléculas conjugadas adecuadas incluyen péptidos antimicrobianos/liticos
tales como CLIP, Magainina 2, melitina, Cecropina y P18; ribonucleasa (ARNasa), ADNasa |, enterotoxina A
estafilococica, proteina antiviral de hierba carmin, toxina diftérica y endotoxina de Pseudomonas. Véanse, por
ejemplo, Pastan et al., Cell 47, 641 (1986) y Goldenberg, Calif. A Cancer Journal for Clinicians 44, 43 (1994). Los
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agentes terapéuticos que se pueden administrar combinados con anticuerpos anti-AXL o productos conjugados de
anticuerpo-farmaco de la presente invencion como se describe en otra parte en la presente memoria, tales como, por
ejemplo, citocinas o quimiocinas anticancerosas, también son candidatos para radicales terapéuticos Utiles para la
conjugacion con un anticuerpo descrito en la presente invencion.

El término "agente citotdxico" como se emplea en la presente memoria, se refiere a cualquier agente que sea
perjudicial para (p. €j., destruir) las células. Para una descripcion de estas clases de farmacos que son bien
conocidos en la técnica, y sus mecanismos de accién, véase [54]. Las técnicas adicionales relevantes para la
preparacion de inmunotoxinas con anticuerpos se proporcionan, por ejemplo, en [55] y [56].

El agente citotoxico puede estar conectado a dicho anticuerpo, o fragmento del mismo, con un conector escindible,
tal como  4-(2-piridilditio)-pentanoato de  N-succinimidilo  (SSP),  maleimidocaproil-valina-citrulina-p-
aminobenciloxicarbonilo (mc-vc-PAB) o AV-1 K-lock valina-citrulina.

El término "conector escindible” como se emplea en la presente memoria, se refiere a un subconjunto de conectores
que son catalizados por proteasas especificas en la célula diana o en el microentorno tumoral, dando como
resultado la liberacién del agente citotdxico. Los ejemplos de conectores escindibles son conectores basados en
motivos quimicos que incluyen disulfuros, hidrazonas o péptidos. Otro subconjunto de conector escindible afiade un
motivo conector adicional entre el agente citotdxico y el conector primario, es decir, el sitio que une la combinacién
conector-farmaco al anticuerpo. El motivo del conector adicional puede ser escindido por un agente escindible que
esta presente en el entorno intracelular (p. €j., dentro de un lisosoma o endosoma o caveola). El conector puede ser,
p. €j. un conector peptidilo que es escindido por una peptidasa intracelular o enzima proteasa, que incluye, pero no
se limita a, una proteasa lisosdmica o endosémica. En algunas realizaciones, el conector peptidilo tiene al menos
dos aminoacidos de longitud o al menos tres aminoacidos de longitud. Los agentes de escision pueden incluir
catepsinas B y D y plasmina, todos los cuales se sabe que hidrolizan derivados de farmacos dipeptidicos que dan
como resultado la liberacion del farmaco activo dentro de las células diana (véase, p. €j., Dubowchik y Walker, 1999,
Pharm. Therapeutics 83:67-123). El conector peptidilo puede ser escindido por una proteasa intracelular es un
conector Val-Cit (valina-citrulina) o un conector Phe-Lys (fenilalanina-lisina) (véase p. €j. el documento US6214345,
que describe la sintesis de doxorrubicina con el conector Val-Cit). Una ventaja de utilizar la liberacion proteolitica
intracelular del agente terapéutico es que el agente se atenua tipicamente cuando se conjuga y las estabilidades en
suero de los productos conjugados son tipicamente altas.

En otra realizacion, el agente citotoxico esta unido a dicho anticuerpo, o fragmento del mismo, con un conector no
escindible, tal como 4(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (MCC) o maleimidocaproilo (MC).

El término "conector no escindible" como se emplea en la presente memoria, se refiere a un subconjunto de
conectores que, a diferencia de los conectores escindibles, no comprenden motivos que son reconocidos especifica
y predeciblemente por proteasas intracelulares o extracelulares. Por lo tanto, los ADC basados en conectores no
escindibles no se liberan o escinden del anticuerpo hasta que el complejo completo de anticuerpo-conector-farmaco
se degrada en el compartimento lisosémico. Los ejemplos de un conector no escindible son los tioéteres. En otra
realizacion mas, la unidad conectora no es escindible y el farmaco se libera por degradacion de anticuerpos (véase
[57]). Tipicamente, dicho conector no es sustancialmente sensible al entorno extracelular. Como se emplea en la
presente memoria, "no sustancialmente sensible al entorno extracelular" en el contexto de un conector significa que
no mas de 20%, tipicamente no mas de aproximadamente 15%, mas tipicamente no mas de aproximadamente 10%,
e incluso mas tipicamente no mas de aproximadamente 5%, no mas de aproximadamente 3%, o no mas de
aproximadamente 1% de los conectores, en una muestra de compuesto conjugado de anticuerpo y farmaco, se
escinden cuando el compuesto conjugado de anticuerpo y farmaco esta presente en un entorno extracelular (p. €j.,
plasma). Se puede determinar si un conector no es sustancialmente sensible al entorno extracelular, por ejemplo,
incubando con plasma el compuesto conjugado de anticuerpo y farmaco durante un periodo de tiempo
predeterminado (p. €j., 2, 4, 8, 16 0 24 horas) y a continuacion cuantificando la cantidad de farmaco presente en el
plasma.

En una realizacion, el agente citotoxico se selecciona del grupo: agentes que se dirigen al ADN, p. €j. alquilantes de
ADN vy entrecruzadores, tales como caliqueamicina, duocarmicina, raquelmicina (CC-1065), pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepinas (PBD) e indolinobenzodiazepina (IGN); agentes dirigidos a los microtubulos, tales como
duostatina, como duostatina-3, auristatina, tal como monometilauristatina E (MMAE) y monometilauristatina F
(MMAF), dolastatina, maitansina, N(2')-deacetil-N(2')-(3-marcapto-1-oxopropil)-maitansina (DM1), y tubulisina; y
analogos de nucledsidos; o analogos, derivados o profarmacos de los mismos.

En una realizacion, el producto inmunoconjugado comprende una combinacion de;

i) el agente citotoxico y dicho conector escindible que tiene capacidad de destruccion por efecto de vecindad
(bystander);
ii) el agente citotoxico y dicho conector escindible que no tiene capacidad de destruccion por efecto de
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vecindad;

ii) el agente citotoxico y dicho conector no escindible que tiene capacidad de destruccion por efecto de
vecindad; o

iv) el agente citotdxico y dicho conector no escindible que no tiene capacidad destruccion por efecto de
vecindad.

El término "efecto de destruccién por vecindad", "destruccién por efecto de vecindad", "capacidad destruccion por
efecto de vecindad" o "citotoxicidad por efecto de vecindad" como se emplea en la presente memoria, se refiere al
efecto donde el agente citotdxico que se conjuga con el anticuerpo mediante un conector escindible o no escindible
tiene la capacidad de difundirse a través de las membranas celulares después de la liberacion del anticuerpo vy, por
lo tanto, causar la destruccion de las células vecinas. Cuando el agente citotoxico se conjuga con un conector
escindible o no escindible, este puede ser el agente citotoxico solo o el agente citotéxico con una parte del conector
que tiene la capacidad de destruccion por efecto de vecindad. La capacidad de difundirse a través de las
membranas celulares esta relacionada con el caracter hidréfobo del agente citotoxico o la combinacion del agente
citotoxico y el conector. Tales agentes citotoxicos pueden ser ventajosamente toxinas permeables a la membrana,
tales como MMAE que ha sido liberada del anticuerpo por las proteasas. Especialmente en tumores con expresion
de dianas heterogéneas y en tumores sdlidos donde la penetracion de anticuerpos puede ser limitada, puede ser
deseable un efecto de destruccion por efecto de vecindad.

El término "sin capacidad de destruccién por efecto de vecindad", "sin efecto de destruccion por efecto de vecindad",
"sin destruccién por efecto de vecindad" o "sin citotoxicidad por efecto de vecindad " como se emplea en la presente
memoria, se refiere al efecto en el que el agente citotdxico que se conjuga con el anticuerpo mediante un agente
escindible o el conector no escindible no tiene la capacidad de difundirse a través de las membranas celulares
después de la liberacion del anticuerpo. Por lo tanto, tales agentes citotdxicos o0 combinaciones del agente citotoxico
con el conector no podran destruir las células vecinas tras la liberacién del anticuerpo. Se cree, sin estar limitados
por la teoria, que tales combinaciones de un agente citotdxico y un conector escindible o no escindible solo
destruiran las células que expresan la diana a la que se une el anticuerpo.

Una conexion estable entre el anticuerpo y el agente citotéxico es un factor importante de un ADC. Se ha
comprobado que tanto los tipos de conectores escindibles como los no escindibles son seguros en ensayos
preclinicos y clinicos.

En una realizacion, el agente citotoxico se elige del grupo de agentes dirigidos a microtibulos, tales como
auristatinas y maitansinoides.

El término "agente dirigido a microtubulos" como se emplea en la presente memoria, se refiere a un agente o
farmaco que inhibe la mitosis (division celular). Los microtibulos son estructuras que son esenciales para la
separacion adecuada del ADN durante la division celular, y la funcién de los microtubulos depende
fundamentalmente de la 'inestabilidad dinamica', es decir, el proceso en el que las estructuras de los microtubulos se
alargan y acortan continuamente. Los agentes dirigidos a los microtibulos interrumpen o estabilizan los
microtubulos, lo que impide la formacion del huso mitético, lo que da como resultado la parada mitética y la
apoptosis. Los agentes dirigidos a los microtubulos se pueden obtener a partir de, p. €j. sustancias naturales tales
como los alcaloides de las plantas y evitan que las células experimenten mitosis al interrumpir o estabilizar la
polimerizacién de los microtubulos, evitando asi la formacion del huso mitético y la posterior division celular, lo que
da como resultado la inhibicién del crecimiento canceroso. Ejemplos de agentes dirigidos a los microtibulos son
paclitaxel, docetaxel, vinblastina, vincristina, vinorelbina, duostatinas, auristatinas, maitansanoides, tubulisinas y
dolastatina.

El agente citotoxico puede ser auristatina o analogos y derivados del péptido auristatina ([131]; [132]). Se ha
demostrado que las auristatinas interfieren con la dinamica de los microtibulos, la hidrolisis de GTP y la division
nuclear y celular [133] y tienen actividad anticancerosa [134] y antifingica [135]. El radical del farmaco auristatina se
puede anclar al anticuerpo a través de un conector, a través del extremo N terminal (amino) o del extremo C terminal
(carboxilo) del radical del farmaco peptidico.

Las realizaciones ilustrativas de auristatina incluyen los radicales de farmaco monometil auristatina conectados al
extremo N terminal, DE y DF, descritos en [136] y descritos en [137].

El agente citotoxico puede ser monometil auristatina E (MMAE);
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en donde el anticuerpo esta unido a MMAE en el nitrogeno (N) en el lado izquierdo de la estructura quimica anterior
mediante el conector apropiado.

El agente citotoxico monometil auristatina E (MMAE) se puede conectar al anticuerpo a través de un conector de
valina-citrulina (VC).

El agente citotoxico monometil auristatina E (MMAE) se puede conectar al anticuerpo a través de un conector de
valina-citrulina (VC) y el conector de maleimidocaproilo (MC), en donde la combinacién del agente citotoxico y los
conectores tiene la estructura quimica;

o A

NH

0‘;\ NHy

en donde MADb es el anticuerpo.

El agente citotoxico puede ser monometil auristatina F (MMAF);

‘ -~ H
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en donde el anticuerpo esta conectado a MMAF en el nitrégeno (N) en el lado izquierdo de la estructura quimica
anterior mediante el conector apropiado.

El agente citotéxico de monometil auristatina F (MMAF) se puede conectar al anticuerpo a través de un conector de
maleimidocaproilo (mc), en donde la combinacion del agente citotdxico y el conector tiene la estructura quimica;

en donde MADb es el anticuerpo.
El agente citotdxico puede ser duostatina3.
El agente citotoxico puede ser un agente dirigido al ADN.

El término "agente que actda sobre el ADN" como se emplea en la presente memoria, se refiere a una clase
especifica de agentes citotdxicos que son capaces de alquilar y/o entrecruzar ADN. Un ejemplo de tal agente que
actia sobre el ADN son los agentes IGN que comprenden dimeros indolino-benzodiazepina y pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepinas (PBD) que son altamente potentes en virtud de su capacidad para alquilar y entrecruzar
ADN. Otro ejemplo son los agentes IGN que comprenden monémeros de indolino-benzodiazepina que son
altamente potentes en virtud de la capacidad de alquilar solo ADN. Las duocarmicinas son otra clase de agentes que
actian sobre el ADN. Las duocarmicinas son agentes alquilantes que se unen a los surcos menores de ADN
sintético de molécula pequena. Estos compuestos son adecuados para atacar tumores soélidos, asi como tumores
hematolégicos.

El producto inmunoconjugado puede comprender de dos a cuatro moléculas citotdxicas por anticuerpo.
Dependiendo de las propiedades quimicas de la toxina y la combinacién del conector-toxina, de dos a cuatro
moléculas citotdxicas por anticuerpo pueden ser superiores a los productos conjugados mas cargados que se
eliminan mas rapidamente de la circulacion que los productos conjugados menos cargados. La carga del agente
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citotoxico esta representada por p y es el numero promedio de radicales de agente citotoxico por anticuerpo en una
molécula (también denominada razén de farmaco/anticuerpo, DAR). La carga del agente citotdxico puede variar de 1
a 20 radicales de farmaco por anticuerpo y puede aparecer en aminoacidos con grupos funcionales utiles tales
como, pero sin limitacion, grupos amino o sulfhidrilo, como en la lisina o la cisteina.

El numero de agentes citotdxicos por anticuerpo puede ser de 1 a 8, tal como de 2 a 7, tal como de 2 a 6, tal como
de 2 a5, tal comode 2 a4ytal comode2a 3.

El producto inmunoconjugado puede comprender de cuatro a ocho moléculas citotéxicas por anticuerpo. El producto
inmunoconjugado puede comprender de seis a diez moléculas citotdéxicas por anticuerpo. Alternativamente, el
producto inmunoconjugado puede comprender de 10 a 30, tal como de 15 a 25, tal como 20, moléculas citotoxicas
por anticuerpo.

Dependiendo de la forma de conjugacion, p puede estar limitado por el nimero de sitios de unién en el anticuerpo,
por ejemplo, donde el anclaje es un tiol de cisteina o una lisina. En general, los anticuerpos no contienen muchos
grupos tiol de cisteina libres ni reactivos que puedan estar anclados a un radical de farmaco ya que la mayoria de
los residuos tiol de cisteina en los anticuerpos existen como puentes disulfuro. Por lo tanto, en esas realizaciones,
donde el agente citotdxico se conjuga a través de un tiol de cisteina, el anticuerpo se puede reducir con un agente
reductor como ditiotreitol (DTT) o tricarboniletilfosfina (TCEP), en condiciones de reduccién parcial o total, para
generar grupos reactivos tiol de cisteina. En ciertas realizaciones, la carga del farmaco para un ADC de la invencion
varia de 1 a aproximadamente 8, ya que esta disponible un maximo de 8 grupos tiol de cisteina libres después de la
reduccion (parcial) del anticuerpo (hay 8 cisteinas implicadas en los enlaces disulfuro intercatenarios).

El radical conector de farmaco puede ser veMMAE. El radical conector de farmaco vcMMAE y los métodos de
conjugacion se describen en [27]; [28]; [145], [146]; y [147] veMMAE se forma mediante la conjugacion del conector
mc-vc-PAB vy el radical citotéxico MMAE, y el radical conector del farmaco veMMAE se une a los anticuerpos anti-
AXL en los residuos de cisteina utilizando un método similar a los alli descritos.

El radical conector de farmaco puede ser mcMMAF. El radical conector de farmacos mcMMAF y los métodos de
conjugacion se describen en [138]; [139] y [140], y el radical conector del farmaco mcMMAF se une a los anticuerpos
anti-AXL en los residuos de cisteina utilizando un método similar a los alli descritos.

El agente citotoxico se puede conectar a 1 o 2 lisinas dentro de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo
mediante la conjugacion K-Lock™ como se describe en [58], [148] y [149], y la duostatina3 (también conocida como
Duo3) se puede unir a los anticuerpos anti-AXL en los residuos de lisina utilizando un método similar a los alli
descritos.

Se pueden utilizar otras tecnologias de conectores en los productos conjugados de anticuerpo anti-AXL y farmaco
de la invencion, tales como conectores que comprenden un grupo hidroxilo.

El conector se puede anclar a residuos de cisteina libres del anticuerpo anti-AXL obtenido por reduccion (parcial) del
anticuerpo anti-AXL.

El conector puede ser mc-vc-PAB y el agente citotoxico puede ser MMAE; o el conector SSP y el agente citotoxico
puede ser DM1.

El conector puede ser MMC vy el agente citotdxico puede ser DM1; o el conector puede ser MC y el agente citotdxico
puede ser MMAF-.

El conector puede ser el conector escindible AV1-K lock y el agente citotoxico es duostatina3. El producto
inmunoconjugado puede comprender el conector mc-vc-PAB, el agente citotéxico MMAE y un anticuerpo en donde
la al menos una regiéon de unién comprende una region VH y una region VL seleccionada del grupo que consiste en;

a) una region VH que comprende SEQ ID NO: 1 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 2 [107];

b) una region VH que comprende SEQ ID NO: 25 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 26 [613];

¢) una region VH que comprende SEQ ID NO: 21 y una regiéon VL que comprende SEQ ID NO:22 [608-01];
d) una region VH que comprende SEQ ID NO: 23 y una region VL que comprende SEQ ID NO:24 [610-01];
e) una region VH que comprende SEQ ID NO: 27 y una region VL que comprende SEQ ID NO:28 [613-08]; y
f) una region VH que comprende SEQ ID NO: 29 y una regién VL que comprende SEQ ID NO:30 [620-06].

Un producto conjugado de farmaco de anticuerpo anti-AXL de la presente descripcion puede comprender un acido
nucleico conjugado o una molécula asociada a acido nucleico. El acido nucleico conjugado puede ser una
ribonucleasa citotoxica, un acido nucleico antisentido, una molécula inhibidora de ARN (p. €j., una molécula de
ARNip) o un acido nucleico inmunoestimulador (p. €j., una molécula de ADN inmunoestimuladora que contiene un
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motivo CpG).

Un anticuerpo anti-AXL de la presente descripcidon se puede conjugar con un aptamero o una ribozima o un analogo
peptidico funcional o derivado del mismo.

Alternativamente, se proporcionan productos conjugados de anticuerpo anti-AXL y farmaco que comprenden uno o
mas aminoacidos radiomarcados. Se puede utilizar un anticuerpo anti-AXL radiomarcado tanto para fines de
diagndstico como terapéuticos (la conjugacion con moléculas radiomarcadas es otra caracteristica posible). Los
ejemplos no limitantes de marcadores para polipéptidos incluyen °H 14C, 15N, 35S, 90y 91¢ y 125I, 131I, y %Re. Los
métodos para preparar aminoacidos radiomarcados y derivados de péptidos relacionados son conocidos en la
técnica (véanse, por ejemplo, [59] y [60], [61], [62], [63], [64] y [65]US 5.697.902. Por ejemplo, un radiois6topo puede
conjugarse mediante un método de cloramina T.

El anticuerpo se puede conjugar con un radioisétopo o con un quelato que contiene radioisotopos. Por ejemplo, el

anticuerpo se puede conjugar con un conector quelante, p. ej. DOTA, DTPA o tiuxetan, que permite que el

anticuerpo forme un complejo con un radioisétopo. El anticuerpo también puede comprender o estar conjugado

alternativamente con uno o mas aminoacidos radiomarcados u otras moléculas radiomarcadas. Se puede utilizar un

anticuerpo anti-AXL radiomarcado con fines tanto diagnésticos como terapéuticos. Los ejemplos no limitantes de
[ . 3 14 15 35 90 99. 125, 11 131, 186 213 225 227

radioisétopos incluyen “"H “C, °N, ™S, 7Y, “Tc, “°I, "'In, “'I, "°Re, ““Bs, ““Acy “'Th.

Los anticuerpos anti-AXL también se pueden modificar quimicamente mediante conjugacion covalente con un
polimero para, por ejemplo, aumentar su semivida en circulacion. Los polimeros ilustrativos y los métodos para
anclarlos a péptidos se ilustran, por ejemplo, en [66]; [67]; [68]; y [69]. Los polimeros adicionales incluyen polioles
polioxietilados y polietilenglicol (PEG) (p. €j., un PEG con un peso molecular de entre aproximadamente 1.000 y
aproximadamente 40.000, tal como entre aproximadamente 2.000 y aproximadamente 20.000). Esto se puede
utilizar, por ejemplo, si el anticuerpo anti-AXL es un fragmento.

Se puede emplear cualquier método conocido en la técnica para conjugar el anticuerpo anti-AXL segun la presente
invencion con la molécula o las moléculas conjugadas, tales como las descritas anteriormente, incluidos los métodos
descritos mediante [70], [71] y [72]. Tales anticuerpos se pueden producir conjugando quimicamente el otro radical
con el lado N-terminal o el lado C-terminal del anticuerpo anti-AXL (p. €j., una cadena H o L de anticuerpo anti-AXL)
(véase, por ejemplo, [73]). Tales derivados de anticuerpos conjugados también se pueden generar mediante
conjugacion en residuos internos o azucares, o aminoacidos de origen no natural o aminoacidos adicionales que se
han introducido en el dominio constante del anticuerpo, cuando sea apropiado.

Los agentes pueden ser acoplados directa o indirectamente a un anticuerpo anti-AXL descrito en la presente
invencion. Un ejemplo de acoplamiento indirecto de un segundo agente es el acoplamiento a través de un radical
espaciador a residuos de cisteina o lisina en el anticuerpo. En una realizacion, un anticuerpo anti-AXL se conjuga, a
través de un espaciador o conector, con una molécula de profarmaco que se puede activar in vivo para proporcionar
un farmaco terapéutico. Después de la administracion, los espaciadores o conectores se escinden mediante
enzimas asociadas a células tumorales u otras afecciones especificas del tumor, mediante las cuales se forma el
farmaco activo. En [74], [75], [76], [77], [78] y [79] se describen ejemplos de tales tecnologias y conectores de pro-
farmacos. La tecnologia adecuada de anticuerpo-pro-farmaco y los analogos de duocarmicina también se pueden
encontrar en [80].

El anticuerpo anti-AXL de la presente invencion se puede unir a un conector quelante, p. €j. tiuxetan, que permite
que el anticuerpo se conjugue con un radioisétopo.
Composiciones

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion que comprende el anticuerpo, el anticuerpo biespecifico o
el producto inmunoconjugado de la invencion.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo, biespecifico o
producto inmunoconjugado de acuerdo con la invencién y un portador farmacéutico.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse con portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables,
asi como cualquier otro coadyuvante y excipiente conocido de acuerdo con técnicas convencionales tales como las
descritas en [81].

Los portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, asi como cualquier otro coadyuvante y excipiente
conocido, deberian ser adecuados para el anticuerpo o el producto conjugado de anticuerpo de la presente
invencion y el modo de administracion elegido. La idoneidad para los portadores y otros componentes de las
composiciones farmacéuticas se determina en base a la falta de impacto negativo significativo sobre las propiedades
biolégicas deseadas del compuesto elegido o composicion farmacéutica de la presente invencion (p. €j., un impacto
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menor que sustancial (10% o menos de inhibicion relativa, 5% o menos de inhibicion relativa, etc.) tras la union al
antigeno).

Una composicion farmacéutica de la presente invencion también puede incluir diluyentes, cargas, sales, tampones,
detergentes (p. €j., un detergente no idnico, tal como Tween-20 o Tween-80), estabilizadores (p. ej., azicares o
aminoacidos libres de proteinas), conservantes, fijadores de tejidos, solubilizantes y/u otros materiales adecuados
para su inclusién en una composicion farmacéutica.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion se pueden variar para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta
terapéutica deseada para un paciente, composicién y modo de administracion concretos, sin que sean toxicos para
el paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que
incluyen la actividad de las composiciones concretas de la presente invencion empleadas, o la amida de las mismas,
la ruta de administracion, el tiempo de administracion, la velocidad de excreciéon del compuesto concreto empleado,
la duraciéon del tratamiento, otros medicamentos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con las
composiciones concretas empleadas, la edad, el sexo, el peso, el estado, la salud general y el historial médico
previo del paciente que se esta tratando, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

La composiciéon farmacéutica se puede administrar por cualquier via y modo adecuados. Las vias adecuadas para
administrar un compuesto de la presente invencion in vivo e in vitro son bien conocidas en la técnica y pueden ser
seleccionados por los expertos en la técnica.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se administra por via parenteral.

Los términos "administracion parenteral" y "administrado parenteralmente" tal como se emplean en la presente
memoria se refieren a modos de administracion distintos de la administracién enteral y tépica, generalmente
mediante inyeccion, e incluyen inyeccion e infusidon epidérmica, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intra-orbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, intratendinosa, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, intracraneal, intratoracica, epidural e
intraesternal.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede administrar por inyeccion o infusion intravenosa o
subcutanea.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes de isotonicidad, antioxidantes y agentes
retardadores de la absorcion, y similares adecuados que son fisiologicamente compatibles con un compuesto de la
presente invencion.

Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion incluyen agua, solucion salina, solucion salina tamponada con fosfato,
etanol, dextrosa, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de los
mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, aceite de maiz, aceite de cacahuete, aceite de semilla de
algoddn y aceite de sésamo, soluciones coloidales de carboximetilcelulosa, goma de tragacanto y ésteres organicos
inyectables, tales como oleato de etilo y/o diversos tampones. Otros portadores son bien conocidos en las técnicas
farmacéuticas.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de tales
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Excepto en la medida en
que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion.

La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento, tales como la
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de las dispersiones, y mediante el
uso de tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden comprender antioxidantes
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo (1) antioxidantes solubles en agua, tales como acido ascérbico,
hidrocloruro de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares; (2) antioxidantes
solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y similares; y (3) agentes quelantes de metales, tales como acido citrico,
acido etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y similares.
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Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden comprender agentes de isotonicidad,
tales como azucares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol, glicerol o cloruro de sodio en las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden contener uno o mas coadyuvantes
apropiados para la ruta de administracion elegida, tales como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes, agentes dispersantes, conservantes o tampones, que pueden mejorar la vida util o la eficacia de la
composicion farmacéutica. Los compuestos de la presente invencién se pueden preparar con portadores que
protegeran el compuesto contra la liberacion rapida, tal como una formulacién de liberaciéon controlada, que incluye
implantes, parches transdérmicos y sistemas de administracion microencapsulados. Tales portadores pueden incluir
gelatina, monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo, polimeros biodegradables y biocompatibles tales como
acetato de etileno y vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poli-orto-ésteres y acido polilactico solo o con
cera u otros materiales bien conocidos en la técnica. Los métodos para la preparacion de tales formulaciones son
generalmente conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, [82].

Los compuestos de la presente invencion se pueden formular para asegurar una distribuciéon adecuada in vivo. Los
portadores farmacéuticamente aceptables para administracion parenteral incluyen soluciones o dispersiones
acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica.
Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se
contempla su uso en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion. También se pueden incorporar a las
composiciones otros compuestos activos o terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas para inyeccion deben ser tipicamente estériles y estables en las condiciones de
fabricacion y almacenamiento. La composicién se puede formular como una solucién, microemulsion, liposoma u
otra estructura ordenada adecuada para una alta concentracién de farmaco. El vehiculo puede ser un disolvente o
medio de dispersiéon acuoso o no acuoso que contiene, por ejemplo, agua, etanol, polioles (tales como glicerol,
propilenglicol, polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como el
aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables, tales como el oleato de etilo. La fluidez adecuada se puede
mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del
tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como glicerol, manitol, sorbitol o
cloruro de sodio en la composicién. La absorciéon prolongada de las composiciones inyectables se puede lograr
incluyendo en la composicidon un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, sales monoestearato y gelatina. Las
soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes, p. ej. como se enumerd anteriormente, segun
se requiera, seguido de microfiltracion por esterilizacién. En general, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién alcalino y los otros ingredientes
requeridos, p. €j. de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los ejemplos de los métodos de preparacién son secado al vacio y secado mediante
congelacion (liofilizacion) que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado
de una solucién filtrada previamente en condiciones estériles del mismo.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
necesario, seguido de microfiltracion por esterilizacion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo a un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion alcalino y los otros ingredientes
requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones
inyectables estériles, los ejemplos de los métodos de preparacién son secado al vacio y secado mediante
congelacion (liofilizacion) que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado
de una solucién filtrada previamente en condiciones estériles del mismo.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede contener un anticuerpo, anticuerpo biespecifico o ADC
de la presente invencién, una combinacién de un anticuerpo, un anticuerpo biespecifico o ADC de acuerdo con la
invencion con otro compuesto terapéutico, o una combinaciéon de compuestos de la presente invencion.

Construcciones de dcido nucleico, vectores de expresion y células anfitrionas.

En un aspecto, la presente descripcion se refiere a una construcciéon de acido nucleico que codifica un anticuerpo
segun la invencion. Por lo tanto, la presente descripcion se refiere a construcciones de acido nucleico que codifican
una cualquiera de las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 1, 2, 21 a 30, 36 a 40, 83 a 107, 119 a 129. La
construccién de acido nucleico puede codificar al menos una de la secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, 2, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 36, 37, 38, 39, 40, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128 y 129. La construccion de acido nucleico puede codificar un anticuerpo de acuerdo con cualquier
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aspecto o realizacion descritos en la presente memoria.

La presente descripcion proporciona un vector de expresion que codifica un anticuerpo de la invencion. Por lo tanto,
en un aspecto de la invencién, el vector de expresion comprende una o mas construcciones de acido nucleico de
acuerdo con cualquier aspecto o realizacion descritos en la presente memoria. Tales vectores de expresion se
pueden utilizar para expresar el anticuerpo anti-AXL de la presente invencion. El anticuerpo anti-AXL expresado se
puede conjugar posteriormente con un radical como se describe en la presente memoria. En otra realizacion, el
anticuerpo anti-AXL se puede utilizar posteriormente para generar un anticuerpo biespecifico como se describe en la
presente memoria.

El vector de expresion puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica una o mas de las
secuencias de aminoacidos CDR1, CDR2 y CDR3 de VH seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 36-
38, 83-85, 88-90, 93 -95, 98-100 y 103-105.

El vector de expresion puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica una o mas de las
secuencias de aminoacidos de VH seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1, 21, 23, 25, 27 y 29.

El vector de expresion puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica una o mas de las
secuencias de aminoacidos de VL seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 2, 22, 24, 26, 28 y 30.

El vector de expresiéon puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica variantes de una o mas de
las secuencias de aminoacidos anteriores, teniendo dichas variantes a lo sumo 25 modificaciones de aminoacidos,
tal como 20, tal como a lo sumo 15, 14, 13, 12 u 11 modificaciones de aminoacidos, como 10, 9, 8,7, 6,5, 4, 3,20 1
modificaciones de aminoacidos, tales como deleciones o inserciones, preferiblemente sustituciones, tales como
sustituciones conservativas o no conservativas, o al menos 80% de identidad con cualquiera de dichas secuencias,
tal como al menos 85% de identidad o 90% de identidad o 95% de identidad, tal como 96% de identidad o 97% de
identidad o 98% de identidad o 99% de identidad con cualquiera de las secuencias de aminoacidos mencionadas
anteriormente. La presente descripcidon también se refiere a secuencias de acido nucleico diferentes de las
secuencias de acido nucleico mencionadas anteriormente pero que debido a la variacion del cédigo genético
codifican la misma secuencia de aminoacidos que un anticuerpo de la presente invencion. Por ejemplo, la secuencia
de acido nucleico puede variar, pero da como resultado una secuencia de aminoacidos idéntica a cualquier
secuencia de aminoacidos descrita en la presente memoria. Es bien sabido por el experto en la técnica como
identificar tales secuencias adicionales de acido nucleico basandose en el codigo genético.

El vector de expresion puede comprender adicionalmente una secuencia de acido nucleico que codifica la region
constante de una cadena ligera, una cadena pesada o tanto la cadena ligera como la cadena pesada de un
anticuerpo, p. €j. un anticuerpo monoclonal k IgG1 humano.

Tales vectores de expresion como se ha descrito anteriormente se pueden utilizar para la producciéon recombinante
de anticuerpos de la invencion.

Un vector de expresién en el contexto de la presente invencién puede ser cualquier vector adecuado, incluidos los
vectores de acido nucleico cromosomico, no cromosomico y sintético (una secuencia de acido nucleico que
comprende un conjunto adecuado de elementos de control de expresion). Los ejemplos de tales vectores incluyen
derivados de SV40, plasmidos bacterianos, ADN de fago, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de
combinaciones de plasmidos y ADN de fago, y vectores de acido nucleico viral (ARN o ADN). En una realizacién, un
acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-AXL esta comprendido en un vector de ADN o ARN desnudo, que
incluye, por ejemplo, un elemento de expresion lineal (como se describe, por ejemplo, en [83]), un vector de acido
nucleico compactado (como se describe, por ejemplo, en [84] y/o [85]), un vector plasmidico como pBR322, pUC
19/18 o pUC 118/119, un vector de acido nucleico de tamafio minimo "midge" (como se describe, por ejemplo, en
[86]), o como una construccién de vector de acido nucleico precipitado, tal como una construccion precipitada con
CaPO04 (como se describe, por ejemplo, en [87], [88], [89] y [90]). Tales vectores de acido nucleico y el uso de los
mismos son bien conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, [91] y [92]).

El vector puede ser uno, que es adecuado para la expresion del anticuerpo anti-AXL en una célula bacteriana. Los
ejemplos de tales vectores incluyen vectores de expresion tales como BlueScript (Stratagene), vectores pIN ([93],
vectores pET (Novagen, Madison WI) y similares).

Un vector de expresion puede ser también, o alternativamente, un vector adecuado para la expresién en un sistema
de levadura. Se puede emplear cualquier vector adecuado para la expresiéon en un sistema de levadura. Los
vectores adecuados incluyen, por ejemplo, vectores que comprenden promotores constitutivos o inducibles tales
como factor alfa, alcohol oxidasa y PGH (revisado en: [94] y [95]).

Una construccion y/o vector de acido nucleico también puede comprender una secuencia de acido nucleico que
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codifica una secuencia de secrecion/localizacion, que puede dirigirse a un polipéptido, tal como una cadena de
polipéptido naciente, al espacio periplasmico o al medio de cultivo celular. Tales secuencias son conocidas en la
técnica e incluyen péptidos sefal o lider de secrecion, secuencias dirigidas a organulos (p. €j., secuencias de
localizacion nuclear, sefiales de retencion ER, secuencias de transito mitocondriales, secuencias de transito de
cloroplastos), secuencias de localizacion/anclaje de membrana (p. €j., secuencias de transferencia de parada,
secuencias de anclaje de GPI) y similares.

En un vector de expresion de la presente descripcion, los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo anti-AXL
pueden comprender o estar asociados con cualquier promotor, potenciador y otros elementos facilitadores de la
expresion adecuados. Los ejemplos de tales elementos incluyen promotores de expresion fuertes (p. €.,
promotor/potenciador de CMV |IE humano, asi como promotores RSV, SV40, SL3-3, MMTV y LTR de VIH),
secuencias de terminacion de poli(A) eficaces, un origen de replicacion para el plasmido producto en E. coli, un gen
de resistencia a antibidticos como marcador seleccionable, y/o un sitio de clonacién conveniente (p. €j., un
policonector). Los acidos nucleicos también pueden comprender un promotor inducible en oposiciéon a un promotor
constitutivo tal como CMV |E (el experto en la técnica reconocera que tales términos son en realidad descriptores de
un grado de expresion génica bajo ciertas condiciones).

El vector de expresion que codifica el anticuerpo anti-AXL se puede colocar y/o administrar a la célula anfitriona o
animal anfitrién a través de un vector viral.

La presente descripcion se refiere a una célula anfitriona eucariota o procariota recombinante, tal como un
transfectoma, que produce un anticuerpo anti-AXL de la invencién como se define en la presente memoria o una
molécula biespecifica de la invencién como se define en la presente memoria. Los ejemplos de células anfitrionas
incluyen células de levadura, bacterias y mamiferos, tales como células CHO o HEK o derivados de las mismas. Por
ejemplo, en una realizacion, la presente invencidon proporciona una célula que comprende un acido nucleico
integrado de manera estable en el genoma celular que comprende una secuencia que codifica la expresion de un
anticuerpo anti-AXL de la presente invencién. En ofra realizacion, la presente invenciéon proporciona una célula que
comprende un acido nucleico no integrado, tal como un plasmido, césmido, fagémido o elemento de expresion lineal,
que comprende una secuencia que codifica la expresion de un anticuerpo anti-AXL de la invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una célula anfitriona que comprende un vector de
acuerdo con cualquier aspecto y realizaciones descritas en la presente memoria. Los anticuerpos anti-AXL descritos
en la presente memoria se proporcionan mediante el uso de células anfitrionas recombinantes eucaridticas,
procariéticas o microbianas que producen el anticuerpo. Por consiguiente, la invencion proporciona una célula
anfitriona recombinante, tal como una célula anfitriona procariética recombinante, eucariética recombinante o
microbiana recombinante. Los ejemplos de células anfitrionas incluyen células de levadura, bacterianas y de
mamifero, tales como las células CHO o HEK-293. Por ejemplo, en una realizacion, la célula anfitriona comprende
un acido nucleico integrado de manera estable en el genoma celular que comprende una secuencia que codifica la
expresion de un anticuerpo anti-AXL descrito en la presente memoria. La célula anfitriona puede comprender un
acido nucleico integrado de manera estable en el genoma celular que comprende una secuencia que codifica la
expresion de un primer o segundo polipéptido descritos en la presente memoria. La célula anfitriona puede
comprender un acido nucleico no integrado, tal como un plasmido, césmido, fagémido o elemento de expresion
lineal, que comprende una secuencia que codifica la expresion de un anticuerpo anti-AXL, un primer o un segundo
polipéptido descritos en la presente memoria.

Se pretende que el término "célula anfitriona recombinante" (o simplemente "célula anfitriona"), como se emplea en
la presente memoria, se refiera a una célula en la que se ha introducido un vector de expresién. Se debe entender
que dichos términos estan destinados a referirse no solo a la célula sujeto concreta, sino también a la progenie de tal
célula. Debido a que se pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones siguientes debido a mutaciones
o influencias ambientales, dicha progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula madre, pero ain se incluye
dentro del alcance del término "célula anfitriona" como se emplea en la presente memoria. Las células anfitrionas
recombinantes incluyen, por ejemplo, transfectomas, tales como células CHO, células HEK-293, células PER.CS6,
células NSO y células linfociticas, y células procariéticas tales como E. coli y otros anfitriones eucarioticos tales como
las células vegetales y los hongos.

El término "transfectoma", como se emplea en la presente memoria, incluye células anfitrionas eucaritticas
recombinantes que expresan el anticuerpo o un antigeno diana, tales como células CHO, células PER.C6, células
NSO, células HEK-293, células vegetales u hongos, incluyendo células de levadura.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un hibridoma que produce un anticuerpo de acuerdo con
cualquier aspecto o realizacion descritos en la presente memoria. Por lo tanto, se puede obtener un anticuerpo a
partir de hibridomas preparados a partir de células B esplénicas murinas obtenidas de ratones inmunizados con un
antigeno de interés, por ejemplo, en forma de células que expresan el antigeno en la superficie, o un acido nucleico
que codifica un antigeno de interés. Los anticuerpos monoclonales también se pueden obtener a partir de
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hibridomas derivados de células que expresan anticuerpos de seres humanos inmunizados o de mamiferos no
humanos tales como conejos, ratas, perros, primates, etc.

Se pueden generar anticuerpos humanos utilizando ratones transgénicos o transcromosomicos, p. €j. ratones
HuMADb, que portan partes del sistema inmunitario humano en lugar del sistema de ratén. El ratén HuMADb contiene
un minilocus del gen de inmunoglobulina humana que codifica secuencias de inmunoglobulina de cadena ligera y k
humana no reorganizadas, junto con mutaciones dirigidas que inactivan los loci de cadena y y k endégenos [96]. En
consecuencia, los ratones exhiben una expresion reducida de IgM o k de ratdn y, en respuesta a la inmunizacion, los
transgenes de cadena pesada y ligera humana introducidos, experimentan cambio de clase y mutacion somatica
para generar IgG humana de alta afinidad, anticuerpos monoclonales k [96], [97], [98] y [99]. La preparacion de
ratones HUMAb se describe en detalle en [100], [101], [102], [103] y [104]. Véanse también [105] a [121]. Los
esplenocitos de estos ratones transgénicos se pueden utilizar para generar hibridomas que secretan anticuerpos
monoclonales humanos de acuerdo con técnicas bien conocidas.

Adicionalmente, se pueden identificar anticuerpos humanos de la presente descripcién o anticuerpos de la presente
invencion de otras especies a través de tecnologias de tipo presentacion, que incluyen, sin limitacion, presentacion
en fagos, presentacion retroviral, presentacion en ribosomas, presentacion en mamiferos, presentacion en levadura
y otros mecanismos conocidos en la técnica, y las moléculas resultantes se pueden someter a maduracioén adicional,
tal como maduracion por afinidad, ya que tales mecanismos son bien conocidos en la técnica.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para producir un anticuerpo de acuerdo con
cualquier aspecto o realizacién descritos en la presente memoria, que comprende las etapas de

a) cultivar una célula anfitriona o hibridoma de acuerdo con cualquier aspecto o realizacion descritos en la
presente memoria; y
b) purificar el anticuerpo de los medios de cultivo.

Aplicaciones terapéuticas

En otro aspecto, la invencion se refiere al anticuerpo, anticuerpo biespecifico, o producto inmunoconjugado o ADC
de la presente invencién, como se define en cualquier aspecto o realizacién de la presente, para uso como
medicamento.

Los anticuerpos anti-AXL de la presente invencién se pueden utilizar en el tratamiento o prevencion de trastornos
que implican células que expresan AXL. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden administrar a células en cultivo, por
ejemplo, in vitro o ex vivo o a sujetos humanos, por ejemplo, in vivo, para tratar o prevenir trastornos que implican
células que expresan AXL. Como se utiliza en la presente memoria, el término "sujeto" es tipicamente un humano al
que se administra el anticuerpo anti-AXL o ADC. Los sujetos pueden incluir, por ejemplo, pacientes humanos que
tienen trastornos que pueden corregirse o mejorarse modulando la funcién AXL o destruyendo la célula que expresa
AXL, directa o indirectamente.

En un aspecto, la presente invencién se refiere al anticuerpo, anticuerpo biespecifico o producto inmunoconjugado
de la presente invencion, como se define en cualquier aspecto o realizacién de la presente, para su uso en el
tratamiento del cancer.

La presente descripcién proporciona un método para modular la sefalizacidon asociada a AXL en una célula que
expresa AXL poniendo en contacto la célula con un anticuerpo anti-AXL o ADC de acuerdo con cualquier aspecto o
realizacion descritos en la presente memoria.

La presente descripcion proporciona un método para destruir una célula que expresa AXL poniendo en contacto la
célula con un anticuerpo anti-AXL o ADC de la invencion. Sin estar limitados por la teoria, el entrecruzamiento o
agrupacion mediada por anticuerpos o mediada por ADC (p. €j., debido a la regién Fc de los anticuerpos unidos a
AXL que se unen a las células que expresan FcR) de las moléculas de AXL en la superficie de una célula puede
conducir a la apoptosis de la célula.

La presente descripcion proporciona un método para destruir una célula que expresa AXL poniendo en contacto la
célula con un anticuerpo especifico para AXL o ADC de la invencién en presencia de células efectoras capaces de
inducir una respuesta celular dependiente de Fc tal como ADCC o ADCP. En esta realizacion, el anticuerpo es
tipicamente completo y de un isotipo que conduce a una respuesta ADCC o ADCP, tal como, por ejemplo, un isotipo
1gG1 k.

La presente descripcion proporciona un método para destruir una célula que expresa AXL poniendo en contacto la
célula con un anticuerpo especifico de AXL o ADC de la invencién en presencia de proteinas del complemento, tales
como proteinas del complemento presentes en el suero humano normal, que se pueden activar e induciendo asi
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CDC después de la uniéon del anticuerpo especifico de AXL o ADC a la membrana plasmatica de las células que
expresan AXL. El anticuerpo es tipicamente completo y de un isotipo capaz de inducir la activacion del sistema del
complemento, tal como, por ejemplo, un isotipo IgG1,k.

Los anticuerpos anti-AXL de la invencidon se pueden caracterizar por la internalizacion tras la unién a AXL,
haciéndolos adecuados para un enfoque de ADC utilizando un ADC como se describe en cualquier aspecto o
realizacion descritos en la presente memoria.

En consecuencia, la descripcién proporciona un método para destruir una célula que expresa AXL poniendo en
contacto la célula con un ADC de acuerdo con la presente descripcion, que requiere internalizacién y trafico a
lisosomas para la escision proteolitica especifica (es decir, conector escindible) o no especifica (conector no
escindible) del complejo de anticuerpo anti-AXL-conector-farmaco.

La presente descripcion se refiere a un método para interferir en la regulacién mediada por AXL de la respuesta
inmunitaria innata o adaptativa, tal como mediante la unién de un anticuerpo especifico de AXL o ADC de acuerdo
con la invencién a macrofagos, células dendriticas o células NK que expresan AXL.

La presente descripcion proporciona un método para destruir una célula que expresa AXL poniendo en contacto la
célula con un ADC de la invencién en donde el anticuerpo anti-AXL esta conectado a un radical terapéutico a través
de un conector que permite la liberacion del farmaco una vez que el ADC se internaliza, por ejemplo, mediante un
cambio en el pH o condiciones reductoras. La tecnologia de conectores adecuada es conocida en la técnica, como
se ha descrito anteriormente.

La presente descripciéon proporciona métodos para tratar o prevenir un trastorno que implica células que expresan
AXL en un sujeto, cuyo método comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo anti-AXL, anticuerpo biespecifico o ADC de la presente invencién a un sujeto que lo necesite. EI método
tipicamente implica administrar a un sujeto un anticuerpo anti-AXL, un anticuerpo biespecifico o ADC segun la
presente invencién en una cantidad eficaz para tratar o prevenir el trastorno.

Un anticuerpo anti-AXL o ADC segun la presente invencion se puede administrar profilacticamente para reducir el
riesgo de desarrollar cancer, retrasar la aparicion de un evento en la progresion del cancer o reducir el riesgo de
recurrencia cuando un cancer esta en remision y/o de ha extirpado quirdrgicamente un tumor primario. En el ultimo
caso, el anticuerpo anti-AXL podria, por ejemplo, administrarse asociado con (es decir, antes, durante o después) de
la cirugia. La administracion profilactica también puede ser Util en pacientes en los que es dificil localizar un tumor
que se cree que esta presente debido a otros factores biolégicos.

Las células con alta expresion de AXL, tal como expresidn en exceso o expresion aberrante de AXL, como se
encuentra en algunas células cancerosas, son dianas particularmente buenas para los anticuerpos anti-AXL,
anticuerpos biespecificos o ADC de la invencion, ya que se pueden unir mas anticuerpos o ADC por célula tumoral.
Los tejidos que expresan heterogéneamente AXL, tales como tejido tumoral, también pueden ser una diana
adecuada para los anticuerpos anti-AXL, anticuerpos biespecificos, ADC o anti-AXL-ADC de la invencién. Por lo
tanto, el trastorno que implica células que expresan AXL puede ser cancer, es decir, un trastorno tumorigénico, tal
como un trastorno caracterizado por la presencia de células tumorales que expresan AXL que incluyen, por ejemplo,
trastornos en los que las células son de un tumor sélido o tumor hematoldgico. La expresion de AXL se ha descrito,
por ejemplo, en cancer de pulmoén de células no pequefas (CPNM; [122]), cancer de pancreas [123], cancer de
esofago [124], cancer de endometrio [125].

Las células ilustrativas que expresan AXL incluyen células cancerosas tales como, p. €j., células de cancer de
pulmén de células no pequefias, cancer de pancreas y cancer de esoéfago.

La presente descripcion proporciona métodos para tratar o prevenir el cancer que comprenden administrar el
anticuerpo, el anticuerpo biespecifico, el producto inmunoconjugado, la composicién o la composicion farmacéutica
segun la presente invencién a un sujeto que lo necesite.

El cancer puede ser un tumor sélido que expresa AXL o un cancer hematolégico que expresa AXL. El cancer
hematolégico puede ser leucemia mieloide aguda (AML). El tumor sdlido que expresa AXL puede ser cancer de
pulmén o carcinoma epidermoide.

Por lo tanto, la presente descripcion se refiere a métodos que comprenden la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-AXL o ADC de la presente invencién a un sujeto que lo necesite.

La presente descripcion se refiere a un método para inhibir el crecimiento y/o la proliferacion de una célula tumoral
que expresa AXL, que comprende la administraciéon, a un individuo que lo necesite, de un anticuerpo, anticuerpo
biespecifico, producto inmunoconjugado, composicion o composicion farmacéutica de acuerdo con cualquier
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aspecto o realizacion descritos en la presente memoria.

La presente descripcion se refiere a un método para inhibir la migracién y/o la invasion de una célula tumoral que
expresa AXL, que comprende la administracion, a un individuo que lo necesite, de un anticuerpo, anticuerpo
biespecifico, producto inmunoconjugado, composicion o composicion farmacéutica de acuerdo con cualquier
aspecto o realizacion descritos en la presente memoria.

La presente descripcion se refiere a un método para inhibir la resistencia a la terapia dirigida, tal como la terapia
dirigida a EGFR o BRAF, o a agentes quimioterapéuticos, que comprende la administracion, a un individuo que lo
necesite, de un anticuerpo, anticuerpo biespecifico, producto inmunoconjugado, composicién, o composicion
farmacéutica de acuerdo con cualquier aspecto o realizacién descritos en la presente memoria.

La presente descripcion se refiere a un método para dirigir o inhibir macréfagos asociados a tumores, que
comprende la administracion, a un individuo que lo necesite, de un anticuerpo, anticuerpo biespecifico, producto
inmunoconjugado, composicion o composicion farmacéutica de acuerdo con cualquier aspecto o realizacion
descritos en la presente memoria.

La presente descripcion proporciona métodos para tratar o prevenir un tumor sélido, cuyo método comprende la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-AXL o ADC de la presente invencién a
un sujeto que lo necesite, y en donde el tumor sdlido es un melanoma, carcinoma, sarcoma, adenoma y/o un glioma.
En una realizacion, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer endometrial/cervical, cancer de pulmon
(tal como, por ejemplo, cancer de pulmoén de células pequefias o cancer de pulmén de células no pequefias), cancer
de tiroides, cancer de colon, cancer de rifion, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de eséfago, cancer de piel,
melanoma maligno y cancer de pancreas.

El cancer puede ser cancer de pancreas, tal como el cancer de pancreas avanzado o metastasico no resecable. El
cancer puede ser endometrial/cervical o pulmonar. El cancer puede ser un cancer de tiroides. El cancer puede ser
un cancer de colon. El cancer puede ser un cancer de rifidn. El cancer puede ser cancer de ovario. El cancer puede
ser cancer de mama, tal como cancer de receptor de estrogeno alfa negativo o de receptor de estrogeno alfa
positivo. El cancer puede ser cancer de mama triple negativo (es decir, cancer de mama con resultados negativos
para receptores de estrogenos (ER-), receptores de progesterona (PR-) y receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2-). El cancer puede ser cancer de esofago. El cancer puede ser cancer de piel. EI cancer
puede ser melanoma tal como melanoma maligno. El cancer puede ser leucemia mieloide aguda (AML). El cancer
puede ser resistente a quimioterapia, inhibidores de tirosina quinasa e inhibidores de BRAF. El cancer puede ser
resistente a la terapia dirigida a EGFR.

La presente descripcion se refiere a un anticuerpo que se une al dominio extracelular de AXL tal como el dominio de
tipo Ig1 de AXL, en donde dicho anticuerpo es para su uso como medicamento.

Por lo tanto, la invencién proporciona un anticuerpo, o un producto inmunoconjugado, de acuerdo con cualquiera de
los aspectos y realizaciones descritos anteriormente para su uso como medicamento.

En particular, el anticuerpo puede comprender al menos una region de unién que comprende una regién VH y una
region VL, en donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37y 38, y la
region VL comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso como
medicamento.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regién VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencion del cancer.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regién VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencioén del cancer de tiroides.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regién VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencion del cancer de colon.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regién VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
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tratamiento o prevencion del cancer de rifion.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regién VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencioén del cancer de ovario.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regiéon VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencién del cancer de mama.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regién VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencion del cancer de mama triple negativo.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regién VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencion del cancer de esoéfago.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regiéon VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencion del cancer de piel.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regién VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencion de melanoma tal como melanoma maligno.

El anticuerpo puede comprender al menos una region de uniéon que comprende una region VH y una regién VL, en
donde la region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL
comprende las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el
tratamiento o prevencion del cancer de pulmén (tal como, por ejemplo, cancer de pulmén de células pequefas o
cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC)).

El anticuerpo puede tener al menos una regiéon de union que comprende una regiéon VH y una regién VL, en donde la
region VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende
las secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo es para su uso en el tratamiento o
prevencion de la leucemia mieloide aguda (AML).

La presente descripcion proporciona tratamiento o prevencion del cancer. Los anticuerpos utilizados de acuerdo con
la descripcion pueden estar acoplados o unidos a un agente citotéxico para aumentar la eficacia o el efecto del
tratamiento.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden conectar a un agente citotoxico tal como una
auristatina (tal como, por ejemplo, monometil auristatina E (MMAE)) para formar un producto inmunoconjugado para
su uso como medicamento, tal como por ejemplo para el tratamiento o la prevencion del cancer.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que se une a AXL,
en donde el anticuerpo no compite por la unién a AXL con el ligando Gas6.

La descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al menos
una region de union que comprende una region VH y una region VL, en donde la regidon VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso como medicamento.

La descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al menos
una region de union que comprende una region VH y una region VL, en donde la regidon VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
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inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencién del cancer. El
anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al
menos una region de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la region VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de
tiroides. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al menos
una region de union que comprende una region VH y una region VL, en donde la regidon VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de
colon. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al
menos una region de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la region VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de
rindn. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al
menos una region de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la region VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de
ovario. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al
menos una region de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la region VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de
mama. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al
menos una region de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la region VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de
mama triple negativo. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al
menos una region de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la region VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de
pulmén. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al
menos una region de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la region VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de
esofago. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al
menos una region de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la regiéon VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion de melanoma
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tal como melanoma maligno. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-
vc-PAB.

La presente descripcion se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que comprende al
menos una region de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la region VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las secuencias de SEQ ID
NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para formar un producto
inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer de
pulmén. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el conector mc-vc-PAB.

La descripcion preestablecida se refiere a un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que
comprende al menos una regién de unién que comprende una regién VH y una regiéon VL, en donde la regién VH
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la region VL comprende las
secuencias de SEQ ID NO: 39, GAS y 40, en donde dicho anticuerpo se conecta a la monometil auristatina E para
formar un producto inmunoconjugado, y dicho producto inmunoconjugado es para su uso en el tratamiento o
prevencion de la leucemia mieloide aguda. El anticuerpo se puede conectar a la monometil auristatina E mediante el
conector mc-vc-PAB.

El anticuerpo se puede conectar a un agente citotoxico tal como una auristatina para formar un producto
inmunoconjugado. El anticuerpo y el agente citotoxico se pueden conectar mediante un conector de
maleimidocaproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonilo (mc-vc-PAB).

La seleccion de pacientes que se deben tratar con anticuerpos anti-AXL se puede basar en el nivel de expresion de
AXL en una muestra, tal como una muestra que contiene células tumorales, o mediante la deteccién de tumores que
expresan AXL utilizando anticuerpos anti-AXL o fragmentos de anticuerpos marcados, p. €j., los de la invencion. En
la presente memoria se describen ensayos de diagnostico ilustrativos para determinar la expresion de AXL utilizando
anticuerpos contra AXL de la invencion. Las dosis eficaces y los regimenes de dosificacion para el anticuerpo anti-
AXL o ADC dependen de la enfermedad o afeccion que se vaya a tratar y pueden ser determinados por los expertos
en la técnica.

Un médico con un conocimiento practico normal de la técnica puede determinar y prescribir facilmente la cantidad
eficaz de la composicion farmacéutica requerida. Con respecto a esto, cuando se hace referencia a una composicion
farmacéutica, se debe entender que también comprende una composicion como tal, o viceversa. Por ejemplo, €l
médico podria comenzar las dosis del anticuerpo anti-AXL empleado en la composicién farmacéutica a niveles
inferiores a los requeridos para lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosis hasta que se
logre el efecto deseado. En general, una dosis adecuada de una composicion farmacéutica de la presente invencion
sera la cantidad del compuesto que sea la dosis eficaz mas baja para producir un efecto terapéutico de acuerdo con
un régimen de dosificacion concreto. Tal dosis eficaz generalmente dependera de los factores descritos
anteriormente.

Por ejemplo, una "cantidad eficaz" para uso terapéutico se puede medir por su capacidad para estabilizar la
progresion de la enfermedad. La capacidad de un compuesto para inhibir el cancer se puede evaluar, por ejemplo,
en un sistema modelo animal que predice la eficacia en tumores humanos. Alternativamente, esta propiedad de una
composicion se puede evaluar examinando la capacidad del compuesto para inhibir el crecimiento celular o para
inducir citotoxicidad mediante ensayos in vitro conocidos por el profesional experto. Una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto terapéutico puede disminuir el tamafio del tumor o mejorar los sintomas en un sujeto. Un
experto con un conocimiento practico normal de la técnica podria determinar tales cantidades basandose en factores
tales como el tamafio del sujeto, la gravedad de los sintomas del sujeto y la composicion particular o via de
administracion seleccionada.

Un intervalo no limitante ilustrativo para una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-AXL de la
presente invencion es de aproximadamente 0,1-100 mg/kg, tal como aproximadamente 0,1-50 mg/kg, por ejemplo,
aproximadamente 0,1-20 mg/kg, tal como aproximadamente 0,1-10 mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 0,5,
aproximadamente tal como 0,3, aproximadamente 1, aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg o
aproximadamente 8 mg/kg.

Un intervalo ilustrativo no limitante para una cantidad terapéuticamente eficaz de un ADC anti-AXL de la invencion
es 0,02-100 mg/kg, tal como aproximadamente 0,02-30 mg/kg, tal como aproximadamente 0,05-10 mg/kg o 0,1-3
mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 0,5-2 mg/kg.

La administracion puede ser, p. €j., intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutanea vy, por ejemplo, se
puede administrar proximal al sitio de la diana.

Los regimenes de dosificacion en los métodos de tratamiento y usos anteriores se ajustan para proporcionar la
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respuesta deseada 6ptima (p. €j., una respuesta terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se
pueden administrar varias dosis divididas a lo largo del tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar
proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la situacion terapéutica.

La ventana de eficacia-seguridad se puede optimizar disminuyendo la toxicidad especifica, tal como por ejemplo
disminuyendo la razén de farmaco-anticuerpo (DAR) y/o mezclando el ADC anti-AXL con el anticuerpo anti-AXL no
marcado.

La eficacia del tratamiento se puede controlar durante la terapia, p. €j. en puntos predefinidos en el tiempo. La
eficacia se puede controlar midiendo el nivel de AXL en una muestra que contiene células tumorales, mediante la
visualizacion del area de la enfermedad o mediante otros métodos de diagndstico descritos mas adelante en la
presente memoria, p. €j. realizando una o mas exploraciones PET-CT, por ejemplo, utilizando un anticuerpo anti-AXL
marcado, fragmento o mini-anticuerpo derivado del anticuerpo especifico de AXL de la presente invencion.

Si se desea, se puede administrar una dosis diaria eficaz de una composiciéon farmacéutica como dos, tres, cuatro,
cinco, seis 0 mas subdosis administradas por separado a intervalos apropiados a lo largo del dia, opcionalmente, en
formas de dosificacién unitarias. En otra realizacion, los anticuerpos anti-AXL se administran por infusién continua
lenta durante un largo periodo, tal como mas de 24 horas, para minimizar cualquier efecto secundario no deseado.

Si bien es posible que un compuesto de la presente invencién se administre solo, es preferible administrar el
compuesto como una composicion farmacéutica como se describié anteriormente.

También se puede administrar una dosis eficaz de un anticuerpo anti-AXL, un anticuerpo biespecifico o ADC de la
invencion utilizando un periodo de dosificacion semanal, bisemanal o trisemanal. El periodo de dosificacién puede
restringirse, por ejemplo, a 8 semanas, 12 semanas o hasta que se haya establecido la progresion clinica.

Por ejemplo, el anticuerpo anti-AXL, el anticuerpo biespecifico o el ADC se pueden administrar por infusién en una
dosis semanal de entre 10 y 500 mg/mz, tal como entre 200 y 400 mg/mz. Tal administracion se puede repetir, por
ejemplo, de 1 a 8 veces, tal como de 3 a 5 veces. La administracion se puede realizar mediante infusién continua
durante un periodo de 1 a 24 horas, tal como de 1 a 12 horas.

El anticuerpo anti-AXL, el anticuerpo biespecifico o el ADC se pueden administrar mediante perfusién cada tres
semanas a una dosis de entre 10 y 500 mg/mz, tal como entre 50-200 mg/mz. Tal administracion se puede repetir,
por ejemplo, de 1 a 8 veces, tal como de 3 a 5 veces. La administracion se puede realizar mediante infusién continua
durante un periodo de 1 a 24 horas, tal como de 1 a 12 horas.

Se puede administrar un ADC anti-AXL como una dosis Unica de aproximadamente 0,1-10 mg/kg, tal como
aproximadamente 1-3 mg/kg, cada semana o cada tercera semana hasta doce veces, hasta ocho veces o hasta la
progresion clinica. La administracion se puede realizar mediante infusién continua durante un periodo de 1 a 24
horas, tal como de 1 a 12 horas. Tales regimenes se pueden repetir una o mas veces segun sea necesario, por
ejemplo, después de 6 meses 0 12 meses. La dosificacion se puede determinar o ajustar midiendo la cantidad de
compuesto de la presente invencién en la sangre tras la administracion, por ejemplo, tomando una muestra bioldgica
y utilizando anticuerpos antiidiotipicos que se dirigen a la regién de union al antigeno de los anticuerpos anti-AXL de
la presente invencién

Los anticuerpos anti-AXL se pueden administrar como terapia de mantenimiento, tal como, p. €j., una vez a la
semana durante un periodo de seis meses o0 mas.

Como ejemplos no limitantes, el tratamiento segun la presente invencién se puede proporcionar como una dosis
diaria de un compuesto de la presente invencion en una cantidad de aproximadamente 0,1-100 mg/kg, tal como 0,2,
0,5091,0,11,15,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 mg/kg, por dia, en al menos uno de los dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40, o
alternativamente, al menos una de las semanas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20
después del inicio del tratamiento, o cualquiera de sus combinaciones, utilizando dosis Unicas o divididas cada 24,
12, 8, 6, 4 0 2 horas, o cualquiera de sus combinaciones.

Las composiciones parenterales se pueden formular en forma de unidad de dosificacion para facilitar la
administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma de la unidad de dosificacion como se emplea en la
presente memoria se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los
sujetos que se deben tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el portador farmacéutico requerido. La especificaciéon para
las formas de unidad de dosificacion de la presente invencion esta dictada por, y depende directamente de, (a) las
caracteristicas unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se va a lograr, y (b) las limitaciones
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inherentes en la técnica de combinar tal compuesto activo para el tratamiento de sensibilidad en individuos.
Aplicaciones de diagnéstico

Los anticuerpos anti-AXL de la invencion también se pueden utilizar para fines de diagnéstico, utilizando una
composicion que comprende un anticuerpo anti-AXL como se describe en la presente memoria. Por consiguiente, la
invencion proporciona métodos y composiciones de diagnostico que utilizan los anticuerpos anti-AXL descritos en la
presente memoria. Tales métodos y composiciones se pueden utilizar con fines puramente diagndsticos, por
ejemplo, para detectar o identificar una enfermedad que implica células que expresan AXL, asi como para verificar el
progreso de los tratamientos terapéuticos, verificar la progresion de la enfermedad, evaluar el estado después del
tratamiento, verificar la recurrencia de la enfermedad, evaluar el riesgo de desarrollar una enfermedad, y similares.

Se pueden utilizar los anticuerpos anti-AXL de la presente invencion ex vivo, tal como en el diagndstico de una
enfermedad en la cual las células que expresan AXL son indicativas de enfermedad o estan implicadas en la
patogénesis, al detectar niveles de AXL o niveles de células que expresan AXL en su superficie celular en una
muestra tomada de un paciente. Esto se puede lograr, por ejemplo, poniendo en contacto la muestra que se debe
analizar, opcionalmente junto con una muestra de control, con el anticuerpo anti-AXL en condiciones que permitan la
union del anticuerpo a AXL. A continuacion, se puede detectar la formacién de complejos (p. €j., utilizando un
ELISA). Cuando se utiliza una muestra de control junto con la muestra de prueba, el nivel de anticuerpo anti-AXL o
complejo de anticuerpo anti-AXL-AXL se analiza en ambas muestras y un nivel estadisticamente significativo mas
alto de anticuerpo anti-AXL o complejo de anticuerpo anti-AXL-AXL en la muestra de prueba indica un mayor nivel
de AXL en la muestra de prueba en comparacion con la muestra de control.

Los ejemplos de inmunoensayos convencionales en los que se pueden utilizar anticuerpos anti-AXL de la presente
invencion incluyen, sin limitacion, ensayos ELISA, RIA, FACS, ensayos de resonancia de plasmoén, ensayos
cromatograficos, inmunohistoquimica tisular, transferencia Western y/o inmunoprecipitacion.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método para detectar la presencia de antigeno AXL, o una célula que
expresa AXL, en una muestra que comprende:

e poner en contacto la muestra con un anticuerpo anti-AXL de la invencién en condiciones que permitan la
union del anticuerpo anti-AXL a AXL en la muestra; y

e analizar si se ha formado un complejo. Tipicamente, la muestra es una muestra bioldgica. El término
"antigeno AXL", como se emplea en este contexto, se refiere tanto al antigeno AXL soluble como unido a la
célula.

La muestra puede ser una muestra de tejido conocida o sospechosa de contener antigeno AXL y/o células que
expresan AXL. Por ejemplo, la deteccion in situ de la expresion de AXL se puede llevar a cabo retirando una
muestra histolégica de un paciente y proporcionando el anticuerpo de la presente invenciéon a dicha muestra. El
anticuerpo se puede proporcionar aplicando o superponiendo el anticuerpo a la muestra, que después se detecta
utilizando medios adecuados. A continuacién, es posible determinar no solo la presencia de AXL o células que
expresan AXL, sino también la distribucion de AXL o células que expresan AXL en el tejido examinado (p. €j., en el
contexto de evaluar la propagacion de células cancerosas). Utilizando la presente invencion, los expertos en la
técnica percibiran facilmente que se puede modificar cualquiera de una amplia variedad de métodos histolégicos
(tales como los procedimientos de tincion) para lograr tal deteccion in situ.

En los ensayos anteriores, el anticuerpo anti-AXL se puede marcar con una sustancia detectable para permitir que
se detecte el anticuerpo unido a AXL. Alternativamente, el anticuerpo anti-AXL unido (primario) puede ser detectado
por un anticuerpo secundario que esta marcado con una sustancia detectable y que se une al anticuerpo primario.
Ademas, en los ensayos anteriores, se puede utilizar una composicién de diagndstico que comprende un anticuerpo
o un anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquier aspecto o realizaciones descritos en la presente memoria. Por
lo tanto, en un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion de diagnostico que comprende un
anticuerpo o anticuerpo biespecifico de acuerdo con cualquier aspecto o realizacion descritos en la presente
memoria.

El nivel de AXL en una muestra también se puede estimar mediante un inmunoensayo de competicion que utiliza
patrones de AXL marcados con una sustancia detectable y un anticuerpo anti-AXL no marcado. En este tipo de
ensayo, la muestra bioldgica, los patrones de AXL marcados y el anticuerpo anti-AXL se combinan, y se determina la
cantidad de patron de AXL marcado unido al anticuerpo anti-AXL no marcado. La cantidad de AXL en la muestra
biolégica es inversamente proporcional a la cantidad de patron de AXL marcado unido al anticuerpo anti-AXL.

Las marcas adecuadas para el anticuerpo anti-AXL, el anticuerpo secundario y/o el patron de AXL utilizados en las

técnicas de diagndstico in vitro incluyen, sin limitacion, diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales

fluorescentes, materiales luminiscentes y materiales radiactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen
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peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa y acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos
de grupos protésicos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los ejemplos de materiales
fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina, fluoresceina, cloruro de dansilo y ficoeritrina; un eJempIo de un material luminiscente incluye
luminol; y los ejemplos de material radiactivo adecuado incluyen 25 131 %55 y *H.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un kit para detectar la presencia de antigeno AXL o una célula que expresa
AXL, en una muestra, que comprende:

e un anticuerpo anti-AXL, anticuerpo biespecifico o producto inmunoconjugado o ADC de la invencion; y
e instrucciones de uso del kit.

La presente descripcién proporciona un kit para el diagnostico de cancer que comprende un recipiente que
comprende un anticuerpo anti-AXL y uno o mas reactivos para detectar la union del anticuerpo anti-AXL a AXL. Los
reactivos pueden incluir, por ejemplo, marcas fluorescentes, marcas enzimaticas u otras marcas detectables. Los
reactivos también pueden incluir anticuerpos secundarios o terciarios o reactivos para reacciones enzimaticas, en
donde las reacciones enzimaticas producen un producto que se puede visualizar. La presente descripcion
proporciona un kit de diagndstico que comprende uno o mas anticuerpos anti-AXL, de la presente invencion en
forma marcada o sin marcar en recipientes adecuados, reactivos para las incubaciones para un ensayo indirecto y
sustratos o agentes de derivatizacion para la deteccion en tal ensayo, dependiendo de la naturaleza de la marca.
También se pueden incluir reactivos de control e instrucciones de uso.

También se pueden suministrar kits de diagndstico para su uso con un anticuerpo anti-AXL, tal como un anticuerpo
anti-AXL conjugado/marcado, para la deteccion de la presencia de AXL en una muestra de tejido o anfitrion. Por lo
tanto, el anticuerpo anti-AXL segun la presente invencion también se puede utilizar p. ej., como parte de un
diagnédstico complementario, por ejemplo, como anticuerpo primario en un ensayo de inmunohistoquimica disefiado
para detectar la expresion de AXL en tumores solidos, ganglios linfaticos u otras biopsias de tejido. Alternativamente,
los anticuerpos anti-AXL segun la presente invencion se pueden utilizar como el anticuerpo primario en un ensayo
basado en citometria de flujo o inmunocitoquimica para identificar células que expresan AXL en sangre, médula
Osea, aspirados de agujas finas, p. €j. aspirados de ganglios linfaticos o liquido peritoneal para identificar células
tumorales que expresan AXL. Los anticuerpos anti-AXL segun la presente invencion se pueden utilizar para
identificar AXL soluble, p. €j. en un ensayo basado en ELISA. Los anticuerpos anti-AXL segun la presente invencion
se pueden utilizar como diagnéstico complementario, por ejemplo, como productos radioconjugados, que se pueden
utilizar para estudios de generacion de imagenes en pacientes. En tales kits de diagnostico, asi como en kits para
usos terapéuticos descritos en otra parte de la presente memoria, un anticuerpo anti-AXL se puede proporcionar
tipicamente en forma liofilizada en un recipiente, solo o junto con anticuerpos adicionales especificos para una célula
o péptido diana. Tipicamente, también estan incluidos un portador farmacéuticamente aceptable (p. €j., un diluyente
inerte) y/o componentes del mismo, tales como un tampon Tris, fosfato o carbonato, estabilizadores, conservantes,
biocidas, proteinas inertes, por ejemplo, albumina sérica o similares, (tipicamente en un recipiente separado para su
mezcla) y reactivos adicionales (también generalmente en recipientes separados). En ciertos kits, también se incluye
un anticuerpo secundario capaz de unirse al Ab especifico de AXL, que tipicamente esta presente en un recipiente
separado. El segundo anticuerpo tipicamente se conjuga con un marcador y se formula de manera similar al
anticuerpo anti-AXL de la presente invencion. Utilizando los métodos descritos anteriormente y en otra parte de la
presente memoria, los anticuerpos anti-AXL se pueden utilizar para definir subconjuntos de células
cancerosas/tumorales y caracterizar tales células y tejidos tumorales relacionados.

Anticuerpos antiidiotipicos

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un anticuerpo antiidiotipico que se une a un anticuerpo anti-AXL de
la invencion como se describe en la presente memoria.

Un anticuerpo antiidiotipico (Id) es un anticuerpo que reconoce determinantes Gnicos generalmente asociados con el
sitio de unién al antigeno de un anticuerpo. Se puede preparar un anticuerpo anti-ld inmunizando un animal de la
misma especie y tipo genético que la fuente de anticuerpo monoclonal anti-AXL con el anticuerpo monoclonal contra
el cual se esta preparando un anti-ld. El animal inmunizado tipicamente puede reconocer y responder a los
determinantes idiotipicos del anticuerpo inmunizante produciendo un anticuerpo para estos determinantes idiotipicos
(el anticuerpo anti-ld). Tales anticuerpos se describen, por ejemplo, en el documento US 4.699.880. Tales
anticuerpos son caracteristicas adicionales de la presente invencion.

Un anticuerpo anti-ld también se puede utilizar como "inmunégeno" para inducir una respuesta inmunitaria en otro
animal mas, produciendo un denominado anti-anticuerpo anti-Id. Un anti-anticuerpo anti-ld puede ser epitépicamente
idéntico al anticuerpo monoclonal original, que indujo el anticuerpo anti-ld. Por lo tanto, al utilizar anticuerpos para
los determinantes idiotipicos de un anticuerpo monoclonal, es posible identificar otros clones que expresan
anticuerpos de especificidad idéntica. Los anticuerpos anti-ld se pueden variar (produciendo asi variantes de
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anticuerpos anti-Id) y/o derivatizarse mediante técnicas cualesquiera adecuadas, tales como las descritas en otra
parte en la presente memoria con respecto a los anticuerpos especificos de AXL de la presente invencién. Por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-ld se puede acoplar a un portador como la hemocianina de lapa californiana
(KLH) y utilizar para inmunizar ratones BALB/c. Los sueros de estos ratones tipicamente contendran anti-anticuerpos
anti-ld que tienen propiedades de unién similares, si no idénticas, a un anticuerpo anti-AXL original/parental.

Secuencias
Tabla 1

SEQ ID |[Nombre Secuencia de aminoacidos Comentarios

NO:

SEQ ID |VH 107 Ab que se une al

NO:1 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWY dominio g1 de
RQAPGKGLEWVSTTSGSGASTYYADSVKGRFTISRDNS HCo12-BalbC
KNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKIWIAFDIWGQGTMV
TVSS

SEQ ID VL 107

NO:2 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGSSPYTFGQGTKLEIK

SEQ ID |VH 140

NO:3 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMTWVR
QAPGKGLEWVSAISISGASTFYADSVKGRFTISRDNSKN
TLSLQMNSLRAEDTAVYFCRGYSGYVYDAFDIWGQGT
MVTVSS

SEQ ID VL 140

NO:4 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNWLAWYQ
QKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQYNSYPLTFGGGTKVEIK

SEQ ID |VH 148 Ab que se une al

NO:5 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMTWVR dominio 1g2 de
QAPGKGLEWVSAISISGGSTFYADSVKGRFTISRDNSKN HCo12-BalbC
TLYLOQMNSLRAEDTAVYYCRGYSGYVYDAFDFWGQGT
MVTVSS

SEQ ID VL 148

NO:6 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNWLAWYQ
QKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQYNSYPLTFGGGTKVEIK

SEQ ID |VH 154 Ab que se une al

NO:7 EVQLLDSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR dominio FN1 de

HCo12-BalbC

QAPGKGLEWVSAISIGGGNAYYADSVKGRFTISRDNSK
NTLYLQMNSLRAADTAVYYCAKPGFIMVRGPLDYWG
QGALVTVSS
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SEQ ID
NO:

SEQ ID
NO:8

SEQ ID
NO:9

SEQ ID
NO:10

SEQ ID
NO:11

SEQ ID
NO:12

SEQ ID
NO:13

SEQ ID
NO:14

SEQ ID
NO:15

Nombre

VH 154-M103L

VL 154

VH 171

VL 171

VH 172

VL 172

181 VH

VH 181

ES 2774 428 T3

Secuencia de aminoacidos

EVQLLDSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSAISIGGGNAYYADSVKGRFTISRDNSK
NTLYLOMNSLRAADTAVYYCAKPGFILVRGPLDYWGQ
GALVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSNSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGSSPYTFGQGTKLEIK

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSDISVSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSK
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKEGYIWFGESLSYAFDI
WGQGTMVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGRSFTFGPGTKVDIK

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWV
RQAPGKGLEWVSDISVSGGSTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKEGYIWFGESLSYAFDI
WGQGTMVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGRSFTFGPGTKVDIK

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSDISVSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSK
NTLYLHMNSLRAEDTAVYYCAKEGYIWFGESLSYAFDI

WGQGTMVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGRSFTFGPGTKVDIK
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dominio 1g2 de
HCo17-BalbC



SEQ ID |[Nombre
NO:

SEQ ID |VH 183
NO:16

SEQ ID |VH 183-N52Q
NO:17

SEQ ID VL 183
NO:18

SEQ ID |VH 187
NO:19

SEQ ID |VL 187
NO:20

SEQ ID |VH 608-01
NO:21

SEQ ID |VL 608-01
NO:22

SEQ ID |VH 610-01
NO:23

ES 2774 428 T3

Secuencia de aminoacidos

QVQLOQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWI
RQPPGKGLEWIGEINQSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKN
QFSLKLSSVTAADTSVYYCASGNWDHFFDYWGQGTLV
TVSS

QVQLOQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWI
RQPPGKGLEWIGEIQQSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKN
QFSLKLSSVTAADTSVYYCASGNWDHFFDYWGQGTLV
TVSS

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQ
HKPGKAPKLLIYATSSLQSGVTSRFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQAKSFPWTFGQGTKVEIK

QVPLOQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYHWSWI
RQPPGKGLEWIGEISHSGRTNYNPSLKSRVTISIDTSKNQ
FSLKLSSVTAADTAVYYCASFITMIRGTIITHFDYWGQGT

LVTVSS

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQ
KPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
PEDFATYYCQQYHSYPYTFGQGTKLEIK

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVR

QAPGQGLEWMGRIIPIFGIANYVQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRAEDTAVYYCARRGDYYGSGSPDVFEDIW

GQGTMVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGSSYTFGQGTKLEIK

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVR
QAPGQGLEWMGRIIPIFGIANYVQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRAEDTAVYYCARRGNYYGSGSPDVFDIW

GQGTMVTVSS
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Ab que se une al
dominio FN1 de
HCo17-BalbC



SEQ ID
NO:

SEQ ID
NO:24

SEQ ID
NO:25

SEQ ID
NO:26

SEQ ID
NO:27

SEQ ID
NO:28

SEQ ID
NO:29

SEQ ID
NO:30

SEQ ID
NO:31

Nombre

VL 610-01

VH 613

VL 613

VH 613-08

VL 613-08

VH 620-06

VL 620-06

VH 726
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Secuencia de aminoacidos

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGSSYTFGQGTKLEIK

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAINWM
RQAPGQGLEWMGRIIPIFGIVNYAQKFQGRVTLTADKS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRGNYYGSGSPDVFDI
WGQGTMVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGSSYTFGQGTKLEIK

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAINWM
RQAPGQGLEWMGRIIPIFGIVNYAQKFQGRVTLTADKS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRGNYYGSGSPDVFDI

WGQGTMVTVSS

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQK
PGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEP
EDFAVYYCQQRSNWLTFGGGTKVEIK

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVR
QAPGQGLEWMGRIIPIFGIANYAQKFQGRVTITADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCARRGNYYGSGSPDVFDIW

GQGTMVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGSSYTFGQGTKLEIK

QVQLOQWGAGLLKPSETLSLTCAIDGGSFSGYYWSWIR
QPPGKGLEWIGEISHSGRTNYNPSLKSRVTISIDTSKNQF

SLKLSSVAAADTAVYYCARFITMIRGAIITHFDYWGQGA

LVTVSS
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Ab que se une al
dominio Ig1 de
HCo20

Ab que se une al
dominio FN2 de
HCo17-BalbC



SEQ ID
NO:

SEQ ID
NO:32

SEQ ID
NO:33

SEQ ID
NO:34

SEQ ID
NO:35

SEQ ID
NO:36

SEQ ID
NO:37

SEQ ID
NO:38

SEQ ID
NO:39

SEQ ID
NO:40

SEQ ID
NO:41

SEQ ID
NO:42

SEQ ID
NO:43

SEQ ID
NO:44

SEQ ID
NO:45

SEQ ID
NO:46

SEQ ID
NO:47

Nombre

VH 726-M101L

VL 726

VH 733

VL 733

CDR1 de VH 107

CDR2 de VH 107

CDR3 de VH 107

CDR1 de VL 107

CDR2 de VL 107
CDR3 de VL 107

CDR1 de VH 140

CDR2 de VH 140

CDR3 de VH 140

CDR1 de VL 140

CDR2 de VL 140
CDR3 de VL 140

CDR1 de VH 148

CDR2 de VH 148
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Secuencia de aminoacidos

QVQLOQWGAGLLKPSETLSLTCAIDGGSFSGYYWSWIR
QPPGKGLEWIGEISHSGRTNYNPSLKSRVTISIDTSKNQF

SLKLSSVAAADTAVYYCARFITLIRGAIITHFDYWGQGAL
VTVSS

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQ
KPEKAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
PEDFATYYCQQYHSYPYTFGQGTKLEIK

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSFSTYAMHWYV
RQAPGKGLEWVAVISYDGDNKYSADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARGRKLGIDAFDIWGQ
GTMVTVSS

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQK
PGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISGLQP
EDFATYYCQQFNSYPFTFGPGTKVDIK

GFTFSSYA

TSGSGAST

AKIWIAFDI

QSVSSSY

GAS
QQYGSSPYT

GFTFSSYA

ISISGAST

RGYSGYVYDAFDI

QGISNW

AAS
QQYNSYPLT

GFTFSSYA

ISISGGST
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Comentarios

Ab que se une al
dominio FN1 de
HCo17-BalbC



SEQ ID
NO:

SEQ ID
NO:48

SEQ ID
NO:49

SEQ ID
NO:50

SEQ ID
NO:51

SEQ ID
NO:52

SEQ ID
NO:53

SEQ ID
NO:54

SEQ ID
NO:55

SEQ ID
NO:56

SEQ ID
NO:57

SEQ ID
NO:58

SEQ ID
NO:59

SEQ ID
NO:60

SEQ ID
NO:61

SEQ ID
NO:62

SEQ ID
NO:63

SEQ ID
NO:64

SEQ ID
NO:65

SEQ ID
NO:66

SEQ ID
NO:67

SEQ ID
NO:68

Nombre

CDR3 de VH 148

CDR1 de VL 148

CDR2 de VL 148
CDR3 de VL 148

CDR1 de VH 154

CDR2 de VH 154

CDR3 de VH 154

CDR3 de VH 154-M103L

CDR1 de VL 154

CDR2 de VL 154
CDR3 de VL 154

CDR1 de VH 171

CDR2 de VH 171

CDR3 de VH 171

CDR1 de VL 171

CDR2 de VL 171
CDR3 de VL 171

CDR1 de VH 172

CDR2 de VH 172

CDR3 de VH 172

CDR1 de VL 172

CDR2 de VL 172
CDR3 de VL 172

CDR1 de VH 181

CDR2 de VH 181
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Secuencia de aminoacidos
RGYSGYVYDAFDF
QGISNW

AAS
QQYNSYPLT

GFTFSSYA
ISIGGGNA
AKPGFIMVRGPLDY
AKPGFILVRGPLDY
QSVSNSY

GAS
QQYGSSPYT

GFTFSSYA

ISVSGGST
AKEGYIWFGESLSYAFDI
QSVSSSY

GAS
QQYGRSFT

GFTFSNYA

ISVSGGST
AKEGYIWFGESLSYAFDI
QSVSSSY

GAS
QQYGRSFT

GFTFSSYA

ISVSGGST
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SEQ ID
NO:

SEQ ID
NO:69

SEQ ID
NO:70

SEQ ID
NO:71

SEQ ID
NO:72

SEQ ID
NO:73

SEQ ID
NO:74

SEQ ID
NO:75

SEQ ID
NO:76

SEQ ID
NO:77

SEQ ID
NO:78

SEQ ID
NO:79

SEQ ID
NO:80

SEQ ID
NO:81

SEQ ID
NO:82

SEQ ID
NO:83

SEQ ID
NO:84

SEQ ID
NO:85

SEQ ID
NO:86

SEQ ID
NO:87

SEQ ID
NO:88

SEQ ID
NO:89

Nombre

CDR3 de VH 181

CDR1 de VL 181

CDR2 de VL 181
CDRS3 de VL 181

CDR1 de VH 183

CDR2 de VH 183

CDR2 de VH 183-N52Q

CDR de VH 3183

CDR1 de VL 183

CDR2 de VL 183
CDR3 de VL 183

CDR1 de VH 187

CDR2 de VH 187

CDR3 de VH 187

CDR1 de VL 187

CDR2 de VL 187
CDR3 de VL 187

CDR1 de VH 608-01

CDR2 de VH 608-01

CDR3 de VH 608-01

CDR1 de VL 608-01

CDR2 de VL 608-01
CDR3 de VL 608-01

CDR1 de VH 610-01

CDR2 de VH 610-01
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Secuencia de aminoacidos
AKEGYIWFGESLSYAFDI
QSVSSSY

GAS
QQYGRSFT

GGSFSGYY
INQSGST
IQQSGST
ASGNWDHFFDY
QGISSW

ATS
QQAKSFPWT

GGSFSGYH
ISHSGRT
ASFITMIRGTIITHFDY
QGISSW

AAS
QQYHSYPYT

GGTFSSYA

[IPIFGIA
ARRGDYYGSGSPDVFDI
QSVSSSY

GAS
QQYGSSYT

GGTFSSYA

[IPIFGIA
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SEQ ID
NO:

SEQ ID
NO:90

SEQ ID
NO:91

SEQ ID
NO:92

SEQ ID
NO:93

SEQ ID
NO:94

SEQ ID
NO:95

SEQ ID
NO:96

SEQ ID
NO:97

SEQ ID
NO:98

SEQ ID
NO:99

SEQ ID
NO:100

SEQ ID
NO:101

SEQ ID
NO:102

SEQ ID
NO:103

SEQ ID
NO:104

SEQ ID
NO:105

SEQ ID
NO:106

SEQ ID
NO:107

SEQ ID
NO:108

SEQ ID
NO:109

SEQ ID
NO:110

Nombre

CDR3 de VH 610-01

CDR1 de VL 610-01

CDR2 de VL 610-01
CDR3 de VL 610-01

CDR1 de VH 613

CDR2 de VH 613

CDR3 de VH 613

CDR1 de VL 613

CDR2 de VL 613
CDR3 de VL 613

CDR1 de VH 613-08

CDR2 de VH 613-08

CDR3 de VH 613-08

CDR1 de VL 613-08

CDR2 de VL 613-08
CDR3 de VL 613-08

CDR1 de VH 620-06

CDR2 de VH 620-06

CDR3 de VH 620-06

CDR1 de VL 620-06

CDR2 de VL 620-06
CDR3 de VL 620-06

CDR1 de VH 726

CDR2 de VH 726

CDR3 de VH 726
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Secuencia de aminoacidos
ARRGNYYGSGSPDVFDI
QSVSSSY

GAS
QQYGSSYT

GGTFSSYA

IPIFGIV
ARRGNYYGSGSPDVFDI
QSVSSSY

GAS
QQYGSSYT

GGTFSSYA

IPIFGIV
ARRGNYYGSGSPDVFDI
QSVSSY

DAS
QQRSNWLT

GGTFSSYA

[IPIFGIA
ARRGNYYGSGSPDVFDI
QSVSSSY

GAS
QQYGSSYT

GGSFSGYY
ISHSGRT

ARFITMIRGAIITHFDY
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SEQ ID
NO:

SEQ ID
NO:111

SEQ ID
NO:112

SEQ ID
NO:113

SEQ ID
NO:114

SEQ ID
NO:115

SEQ ID
NO:116

SEQ ID
NO:117

SEQ ID
NO:118

SEQ ID
NO:119

SEQ ID
NO:120

SEQ ID
NO:121

SEQ ID
NO:122

SEQ ID
NO:123

SEQ ID
NO:124

SEQ ID
NO:125

SEQ ID
NO:126

SEQ ID
NO:127

SEQ ID
NO:128

SEQ ID
NO:129

SEQ ID
NO:130

Nombre

CDR3 de VH 726-M101L

CDR1 de VL 726

CDR2 de VL 726
CDR3 de VL 726

CDR1 de VH 733

CDR2 de VH 733

CDR3 de VH 733

CDR1 de VL 733

CDR2 de VL 733
CDR3 de VL 733

CDR2 de VH de dominio Ig2

CDR3 de VH de dominio Ig2

CDR1 de VH de dominio FN2

CDR3 de VH de dominio FN2

CDR1 de VH de dominio FN1

CDR2 de VH de dominio FN1

CDR3 de VH de dominio FN1

CDR2 de VH de dominio Ig1

CDR3 de VH de dominio Ig1

CDR1 de VL de dominio Ig1

CDR2 de VL de dominio Ig1
CDR3 de VL de dominio Ig1

Proteina AXL humana
(Swissprot P30530)
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Secuencia de aminoacidos
ARFITLIRGAIITHFDY
QGISSW

AAS
QQYHSYPYT

GFSFSTYA
ISYDGDNK
ARGRKLGIDAFDI
QGISSA

DAS
QQFNSYPFT

ISISGXST - en donde Xes Ao G
RGYSGYVYDAFDX - en donde Xes | o F
GGSFSGYX-endonde XesHoY
AX1FITMIRGX2IITHFDY - en donde X1 es SoR; y
X2esToA

GFTFSXYA -en donde Xes SoN

ISVSGGST

AKEGYIWFGESLSYAFDI

[IPIFGIX - en donde Xes AoV
ARRGXYYGSGSPDVFDI - en donde Xes Do N
QSVXSSY - en donde X es S o del

XAS -endonde XesDo G

QQX1X2X3X4X5T - en donde X1 esRoY; X2es S
0G;X3esNoS; X4esWoS;yX5esLoY
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SEQ ID |[Nombre
NO:

SEQ ID | AXL de Mus musculus

NO:131

ES 2774 428 T3

Secuencia de aminoacidos

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEES
PFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRD
GQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSD
TGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTV
AANTPFNLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHG
PQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQ
QPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLS
DDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHT
PYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISA
TRNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEV
LMDIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGP
WSLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEPSTPAFSWPWWY
VLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERG
ELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVD
RHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTM
KIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGS
ERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQ
MLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENM
SVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLAD
RVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDY
LRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTE
LREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEPPGA
AGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTP

SPAQPADRGSPAAPGQEDGA
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SEQ ID |[Nombre
NO:

SEQ ID |AXL de Homo sapiens -
NO:132 |dominio Ig1 de Mus musculus

ES 2774 428 T3

Secuencia de aminoacidos

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMYPYDVPDYAA
HKDTQTEAGSPFVGNPGNITGARGLTGTLRCELQVQGE
PPEVVWLRDGQILELADNTQTQVPLGEDWQDEWKVV
SQLRISALQLSDAGEYQCMVHLEGRTFVSQPGFVGLEG
LPYFLEEPEDKAVPANTPFNLSCQAQGPPEPVTLLWLQ
DAVPLAPVTGHSSQHSLQTPGLNKTSSFSCEAHNAKGV
TTSRTATITVLPQRPHHLHVVSRQPTELEVAWTPGLSGI
YPLTHCNLQAVLSDDGVGIWLGKSDPPEDPLTLQVSVP
PHQLRLEKLLPHTPYHIRISCSSSQGPSPWTHWLPVETTE
GVPLGPPENVSAMRNGSQVLVRWQEPRVPLQGTLLGY
RLAYRGQDTPEVLMDIGLTREVTLELRGDRPVANLTVSV
TAYTSAGDGPWSLPVPLEPWRPGQGQPLHHLVSEPPP
RAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRY
GEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEEL
KEKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQD
DSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNV
MRLIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRL
GDQPVYLPTQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAA
RNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMP
VKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPY
PGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWEL
NPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEG
GGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAG
RYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEES
PFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRD
GQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSD
TGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDKAV
PANTPFNLSCQAQGPPEPVTLLWLQDAVPLAPVTGHSS
QHSLQTPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQQ
PRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLSD
DGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHTP
YHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISAT
RNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVL
MDIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPW
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SEQ ID |[Nombre
NO:

SEQ ID |AXL de Homo sapiens -
NO:133 |dominio Ig2 de Mus musculus
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Secuencia de aminoacidos

SLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEPSTPAFSWPWWYV
LLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGE
LVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDR
HKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDS
ILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMR
LIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGD
QPVYLPTQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARN
CMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVK
WIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPG
VENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNP
QDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGG
GYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRY
VLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEES
PFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRD
GQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSD
TGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDKAV
PANTPFNLSCQAQGPPEPVTLLWLQDAVPLAPVTGHSS
QHSLQTPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQQ
PRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLSD
DGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHTP
YHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISAT
RNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVL
MDIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPW
SLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEPSTPAFSWPWWYV
LLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGE
LVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDR
HKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDS
ILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMR
LIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGD
QPVYLPTOQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARN
CMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVK
WIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPG
VENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNP
QDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGG
GYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRY

VLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA
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SEQ ID |[Nombre
NO:

SEQ ID |AXL de Homo sapiens -
NO:134 |dominio FN1 de Mus
musculus

SEQ ID |AXL de Homo sapiens -
NO:135 |dominio FN2 de Mus
musculus

ES 2774 428 T3

Secuencia de aminoacidos

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEES
PFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRD
GQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSD
TGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTV
AANTPFNLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHG
PQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQ
RPHHLHVVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCNLQAVLS
DDGVGIWLGKSDPPEDPLTLQVSVPPHQLRLEKLLPHTP
YHIRISCSSSQGPSPWTHWLPVETTEGVPLGPPENISAT
RNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVL
MDIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPW
SLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEPSTPAFSWPWWYV
LLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGE
LVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDR
HKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDS
ILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMR
LIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGD
QPVYLPTQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARN
CMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVK
WIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPG
VENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNP
QDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGG
GYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRY
VLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEES
PFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRD
GQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSD
TGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTV
AANTPFNLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHG
PQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQ
QPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLS
DDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHT
PYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENVS
AMRNGSQVLVRWQEPRVPLQGTLLGYRLAYRGQDTPE
VLMDIGLTREVTLELRGDRPVANLTVSVTAYTSAGDGP
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SEQ ID
NO:

SEQ ID
NO:136

SEQ ID
NO:137

SEQ ID
NO:138

SEQ ID
NO:139

SEQ ID
NO:140

SEQ ID
NO:141

SEQ ID
NO:142

SEQ ID
NO:143

Nombre

VH 511

CDR1 de VH 511

CDR2 de VH 511

CDR3 de VH 511

VL 511

CDR1 de VL 511

CDR2 de VL 511
CDR3 de VL 511

VH 061

ES 2774 428 T3

Secuencia de aminoacidos

WSLPVPLEPWRPGQGQPLHHLVSEPPPRAFSWPWWY
VLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERG
ELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVD
RHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTM
KIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGS
ERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQ
MLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENM
SVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLAD
RVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDY
LRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTE
LREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEPPGA
AGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTP
SPAQPADRGSPAAPGQEDGA

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYV
RQAPGKGLEWVSGISGSGGHTYHADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDRYDILTGYYNLLDY
WGQGTLVTVSS

GFTFSSYA

ISGSGGHT

AKDRYDILTGYYNLLDY

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQ
KPEEAPKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
PEDFATYYCQQYNSYPLTFGGGAKVEIK

QGISSW

AAS

QQYNSYPLT

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYAFTGYGISWVR
QAPGQGLEWIGWISAYNGNTNYVONLQDRVTMTTDT
STSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDHISMLRGIIIRNYW
GQGTLVTVSS
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SEQ ID
NO:

SEQ ID
NO:144

SEQ ID
NO:145

SEQ ID
NO:146

SEQ ID
NO:147

Nombre

VL 061

VH 137

VL 137

AXL de Mono Cynomolgus
(numero GenBank
HB387229.1)

ES 2774 428 T3

Secuencia de aminoacidos

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKP
GQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPE
DFAVYYCQQRSSWPRLTFGGGTKVEIK

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSRYAISWVR
QAPGQGLEWMGRIIPIVGIANYAQKFQGRVTLTADKST
STAYMELSSLRSEDTAVYYCAREAGYSSSWYAEYFQHW

GQGTLVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSNYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGFPDRFSGSGSGTDFTLTISRL
EPEDFAVYYCQQYGSSPYTFGQGTKLEIK

AWRCPRMGRVPLAWCLALCGWVCMAPRGTQAEESP
FVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRDG
QILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRIASLQLSDA
GQYQCLVFLGHONFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTV
AANTPFNLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHG
PQRNLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQ
QPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLS
DDGMGIQAGEPDPPEEPLTLQASVPPHQLRLGSLHPHT
PYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISA
TRNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEV
LMDIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGP
WSLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKETSAPAFSWPWW
YILLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVER
GELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMV
DRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKT
MKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQG
SERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQ
MLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENM
SVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLAD
RVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDY
LRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTE
LREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEPPGA
AGGADPPTQLDPKDSCSCLTSAEVHPAGRYVLCPSTAPS
PAQPADRGSPAAPGQEDGA
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La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no se deben interpretar como
limites adicionales.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Inmunizacion y generacion de anticuerpos contra AXL
Construcciones de expresion para AXL

Se generaron las siguientes construcciones con codones optimizados para la expresion de diversas variantes de
AXL completas: AXL humana (Homo sapiens) (niUmero de acceso de Genbank NP_068713.2), AXL quimérica de ser
humano-mono cinomolgo en la que el dominio extracelular humano (ECD) fue reemplazado por el ECD de AXL de
mono cinomolgo (Macaca fascicular) (traduccién del acceso de Genbank HB387229.1; aa 1-447), AXL quimérica de
ser humano-ratén en la que la ECD humana se reemplazé por la ECD de AXL de raton (Mus musculus) (acceso de
Genbank NP_033491.2; aa 1-441), AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio | de tipo Ig humano (aa
1-134, también denominado "dominio Ig1" en la presente memoria) se reemplazé por el dominio | de tipo Ig de AXL
de ratén, AXL quimérica de ser humano-raton en la que el dominio Il de tipo Ig (aa 148-194, también denominado
"dominio 1g2" en la presente memoria) se remplazo por el dominio Il de tipo Ig de AXL de ratén, AXL quimérica de
ser humano-raton en la que el dominio | de tipo FNIIl humano (aa 227-329, también denominado "dominio FN1" en la
presente memoria) se reemplazé por el dominio | de tipo FNIII de AXL de ratéon, AXL quimérica de ser humano-raton
en la que el dominio Il de tipo FNIIl humano (aa 340-444, también denominado "dominio FN2" en la presente
memoria) se reemplazé por el dominio Il de tipo FNIII de AXL de ratén. Ademas, se generaron las siguientes
construcciones con codones optimizados para diversas variantes de ECD de AXL: el dominio extracelular (ECD) de
AXL humana (aa 1-447) con una etiqueta His C-terminal (AXLECDHis), el dominio Il de tipo FNIIl de AXL humana
(aa 327-447) con un péptido sefial N-terminal y una etiqueta His C-terminal (AXL-FN2ECDHis), y los dominios de
tipo Ig1 y de tipo Ig2 de AXL humana (aa 1-227) con una etiqueta His C- terminal (AXL-Ig12ECDHis).

Las construcciones contenian sitios de restriccion adecuados para la clonaciéon y una secuencia 6ptima de Kozak
(GCCGCCACC) [141]. Las construcciones se clonaron en el vector de expresiéon de mamifero pcDNA3.3
(Invitrogen).

Expresion de AXL en células EL4

Las células EL4 se transfectaron de manera estable con el vector pcDNA3.3 que contenia la secuencia codificante
de AXL humana completa y los clones estables se seleccionaron después de la seleccion con el agente antibidtico,
G418, (Geneticina).

Purificacion de AXL con etiqueta His

Se expresaron AXLECDHis, AXL-FN2ECDHis y AXL-Ig12ECDHis en células HEK-293F. La etiqueta His permite la
purificacion con cromatografia de afinidad con metal inmovilizado. En este proceso, un quelante fijado sobre la
resina cromatografica se carga con cationes Co®". Los sobrenadantes que contenian proteina etiquetada con His se
incubaron con la resina en modo discontinuo (es decir, solucién). La proteina etiquetada con His se une fuertemente
a las esferas de resina, mientras que otras proteinas presentes en el sobrenadante del cultivo no se unen o se unen
débilmente en comparaciéon con las proteinas etiquetadas con His. Después de la incubacion, las esferas se
recuperan del sobrenadante y se empaquetan en una columna. La columna se lava para eliminar las proteinas
débilmente unidas. Las proteinas etiquetadas con His fuertemente unidas se eluyen con un tampén que contiene
imidazol, que compite con la unién de His a Co®". El eluyente se elimina de la proteina mediante intercambio de
tampon en una columna de desalinizacion.

Inmunizacion

Los anticuerpos IgG1-AXL-061, IgG1-AXL-107, IgG1-AXL-183, IgG1-AXL-613 e IgG1-AXL-726 se obtuvieron de las
siguientes inmunizaciones: se inmunizaron ratones transgénicos para HCo12-BalbC (IgG1-AXL-107), HCo17-BalbC
(IlgG1-AXL-183, IgG1-AXL-726) y HCo020 (IgG1-AXL-061, 1gG1-AXL-613) (Medarex, San José, CA, EE.UU.) de
forma alterna por via intraperitoneal (IP) con 20 pg de la proteina AXLECDHis (IgG1-AXL-511, IgG1-AXL-613, IgG1-
AXL-183), 20 ug de AXL-FN2ECDHIS mas 20 pg de AXL-Ig12ECDHis (IgG1-AXL-726) o 20 pug de AXL-Ig12ECDHis
(IlgG1-AXL-107) y por via subcutanea (SC; en la base de la cola) con la misma proteina, con un intervalo de 14 dias.
En total se realizaron 8 inmunizaciones: 4 inmunizaciones IP y 4 SC. Para la mayoria de las inmunizaciones, la
primera inmunizacion se realizdé en coadyuvante completo de Freund (CFA; Difco Laboratories, Detroit, MI, EE.UU.)
y todas las inmunizaciones posteriores en coadyuvante incompleto de Freund (IFA; Difco Laboratories, Detroit, MI,
EE.UU.). El anticuerpo 1gG1-AXL-183 se obtuvo de inmunizaciones que se realizaron todas en el sistema
coadyuvante Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.).
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Los anticuerpos IgG1-AXL-137, 1IgG1-AXL-148, IgG1-AXL-154, IgG1-AXL-171 e IgG1-AXL-733 se obtuvieron de las
siguientes inmunizaciones: se inmunizaron ratones transgénicos para HCo12-BalbC (IgG1-AXL-137, IgG1-AXL-148),
HCo17-BalbC (IgG1-AXL-154, 1IgG1-AXL-733), y HCo020-BalbC (IgG1-AXL-171) (Medarex, San José, CA, EE. UU.)
con 20 pg de la proteina AXLECDHis en CFA. Posteriormente, se inmunizaron ratones alternando
intraperitonealmente (IP) con células EL4 transfectadas con AXL humana completa en PBS y subcutaneamente (SC;
en la base de la cola) con la proteina AXLECDHis en IFA, con un intervalo de 14 dias.

Los ratones con al menos dos titulos de anticuerpos especificos de AXL secuenciales de 200 (diluciones séricas de
1/200) o mas, detectados en el ensayo FMAT de escrutinio especifico de antigeno como se describe a continuacion,
se reforzaron 3-4 dias antes de la fusién (10 pug de proteina derivada de AXL en PBS inyectados por via
intravenosa).

Ensayo de escrutinio especifico de antigeno homogéneo

La presencia de anticuerpos anti-AXL en sueros de ratones inmunizados o sobrenadante de cultivo de transfectoma
o hibridoma HuMab (anticuerpo monoclonal humano) se determiné mediante ensayos de escrutinio especificos de
antigeno homogéneo utilizando Tecnologia de Ensayo Fluorométrico en Microvolumenes (FMAT; Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Para esto, se utilizaron dos disefios de prueba diferentes con combinaciones
de ensayos basados en 4 u 8 células.

El disefio de prueba de ensayo basado en 4 células se utilizé para la prueba de sueros de ratones inmunizados y
como prueba de escrutinio primario para el sobrenadante de cultivo de hibridoma o transfectoma. En el disefio de la
prueba de 4 ensayos, se analizaron muestras para determinar la unién de anticuerpos humanos a células A431
(DSMZ) y MDA-MB-231 (ambas expresan AXL en la superficie celular), asi como la unién a TH1021-AXL (células
HEK-293F que expresan transitoriamente AXL humana completa; producida como se ha descrito anteriormente) y
células HEK293 de tipo salvaje (control negativo que no expresa AXL), respectivamente.

Las muestras de sobrenadante de cultivo de hibridoma o transfectoma se sometieron adicionalmente a un disefio de
prueba de ensayo basado en 8 células. En el disefio de la prueba de 8 ensayos, se analizaron muestras para
determinar la unién de anticuerpos humanos a células TH1021-hAXL (células HEK-293F que expresan
transitoriamente la AXL humana), TH1021-cAXL (células HEK-293F que expresan transitoriamente quimeras de AXL
de ser humano-cinomolgo en las que el ECD humano habia sido reemplazado por el ECD de AXL de mono
cinomolgo), TH1021-mAXL (células HEK-293F que expresan transitoriamente quimeras de AXL de ser humano-
ratén en las que el ECD humano habia sido reemplazado por el ECD de AXL de ratén), TH1021-mlig1 (células HEK-
293F que expresan transitoriamente la AXL humana estando el dominio | de tipo Ig reemplazado por el dominio | de
tipo Ig de AXL de ratén), TH1021-mlig2 (células HEK-293F que expresan transitoriamente AXL humana estando el
dominio |l de tipo Ig reemplazado por el dominio Il de tipo Ig de AXL de ratén), TH1021-mFN1 (células HEK-293F
que expresan transitoriamente AXL humana estando el dominio | de tipo FNIII reemplazado por el dominio | de tipo
FNIIl de AXL de ratén), TH1021-mFN2 (HEK-293F células que expresan transitoriamente AXL humana estando el
dominio Il de tipo FNIII reemplazado por el dominio Il de tipo FNIII de AXL de ratén) y HEK293 de tipo salvaje
(control negativo que no expresa AXL), respectivamente.

Se afadieron muestras a las células para permitir la uniéon a AXL. Posteriormente, se detecté la uniéon de HuMab
utilizando un producto conjugado fluorescente (Anti-Fc gamma de IgG Humano de Cabra-DyLight649; Jackson
ImmunoResearch). El anticuerpo de ratén humanizado especifico de AXL A0704P (producido en células HEK-293F)
se utilizé como control positivo y el suero reunido de ratén HuMab y la IgG humana ChromPure, molécula completa
(Jackson ImmunoResearch), respectivamente, se utilizaron como controles negativos. Las muestras se escanearon
utilizando un Sistema de Deteccion Celular 8200 de Applied Biosystems (8200 CDS) y se utilizo fluorescencia media
como lectura. Las muestras se declararon positivas cuando los recuentos fueron superiores a 50 y los recuentos x
fluorescencia fueron al menos tres veces mas altos que el control negativo.

Generacién de hibridoma HuMab

El raton HuMab con suficiente desarrollo de titulo especifico de antigeno (descrito anteriormente) se sacrificd y se
recogieron el bazo y los ganglios linfaticos que flanqueaban la aorta abdominal y la vena cava. La fusion de
esplenocitos y células de ganglios linfaticos a una linea celular de mieloma de raton (células SP2.0) se realizd por
electrofusion utilizando un Sistema de Electrofusion CytoPulse CEEF 50 (Cellectis, Paris, Francia), esencialmente de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacion, los pocillos primarios se subclonaron utilizando el
sistema ClonePix (Genetix, Hampshire, Reino Unido). Con este fin, se sembraron hibridomas de pocillos primarios
especificos en medio semisolido elaborado a partir de CloneMedia al 40% (Genetix, Hampshire, Reino Unido) y
medios completos HyQ 2x al 60% (Hyclone, Waltham, EE.UU.). Los subclones se volvieron a someter a prueba de
acuerdo con el ensayo de unién especifico del antigeno como se describid anteriormente y se exploraron utilizando
el sistema IsoCyte (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA). Los niveles de IgG se midieron utilizando un Octet
(Fortebio, Menlo Park, EE.UU.) para seleccionar el mejor clon productor por pocillo primario para una mayor
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expansion. La expansion adicional y el cultivo de los hibridomas HuMab resultantes se realizaron basandose en
protocolos convencionales (p. ej., como describen Coligan J.E., Bierer, B.E., Margulies, D.H., Shevach, E.M. y
Strober, W., eds. en Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., 2006). Los clones derivados de este
procedimiento se denominaron PC1021.

Espectrometria de masas de anticuerpos purificados

Se purificaron pequeias alicuotas de 0,8 mL de sobrenadante de hibridoma que contenia anticuerpo a partir de 6
pocillos o de la fase Hyperflask utilizando columnas PhyTip que contenian resina de Proteina G (PhyNexus Inc., San
José, EE.UU.) en una estacion de trabajo Sciclone ALH 3000 (Caliper Lifesciences, Hopkinton, EE.UU.). Las
columnas PhyTip se utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante, pero los tampones se reemplazaron
por: Tampoén de Unién PBS (B. Braun, Medical BV, Oss, Paises Bajos) y Tampén de Elucién 0,1 M Glicina-HCI pH
2,7 (Fluka Riedel-de Haén, Buchs, Alemania). Después de la purificacion, las muestras se neutralizaron con Tris-HCI
2 M pH 9,0 (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises Bajos). Alternativamente, en algunos casos, se purificaron
volumenes mayores de sobrenadante de cultivo utilizando cromatografia en columna de afinidad con Proteina A.

Después de la purificacion, las muestras se colocaron en una placa de 384 pocillos (Waters, placa de 100 pl de
pocillos cuadrados, parte num. 186002631). Las muestras se desglicosilaron durante la noche a 37°C con N-
glucosidasa F. Se afadié DTT (15 mg/ml) (1 pl/pocillo) y se incub6é durante 1 h a 37°C. Se desalinizaron las
muestras (5 o 6 yl) en un Acquity UPLC ™ (Waters, Milford, EE.UU.) con una columna BEH300 C18, 1,7 ym, 2,1 x
50 mm a 60°C. Se utilizaron agua MQ y acetonitrilo de calidad LC-MS (Biosolve, num. de cat. 01204101,
Valkenswaard, Paises Bajos) con acido férmico al 0,1% (Fluka, nim. de cat. 56302, Buchs, Alemania), como
Eluyente A y B, respectivamente. Los espectros de masas de ionizacién por electronebulizacion de tiempo de vuelo
se registraron en linea en un espectrometro de masas micrOTOF™ (Bruker, Bremen, Alemania) que funciona en el
modo de iones positivos. Antes del analisis, se calibré una escala de 900-3000 m/z con mezcla de sintonizacién ES
(Agilent Technologies, Santa Clara, EE.UU.). Los espectros de masas se desconvolucionaron con el soporte l6gico
DataAnalysis™ v. 3.4 (Bruker) utilizando el algoritmo de Maxima Entropia que busca pesos moleculares entre 5y 80
kDa.

Después de la desconvolucion, se compararon las masas de cadena pesada y ligera resultantes (en condiciones
reductoras) para todas las muestras para encontrar anticuerpos duplicados. En la comparacion de las cadenas
pesadas se tuvo en cuenta la posible presencia de variantes de lisina C-terminal. Esto dio como resultado una lista
de anticuerpos unicos, donde Unico se define como una combinacion Unica de cadenas pesadas y ligeras. En caso
de que se encontraran anticuerpos duplicados, se utilizaron los resultados de otras pruebas para decidir qué
anticuerpo era el mejor material para continuar los experimentos.

Andlisis de secuencia de los dominios variables del anticuerpo contra AXL y clonacién en vectores de
expresion

El ARN total se preparé de 0,2 a 5x10° células de hibridoma y ADN Complementario 5'-RACE (ADNCc) a partir de 100
ng de ARN total, utilizando el kit de amplificacion de ADNc SMART RACE (Clontech), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las regiones codificantes de VH y VL se amplificaron por PCR y se clonaron
directamente, en marco, en los vectores de expresion pGlf y pKappa, por clonacion independiente de la ligacion
(Aslanidis, C. y P.J. de Jong, Nucleic Acids Res 1990; 18(20): 6069-74). Para cada anticuerpo, se secuenciaron 12
clones VL y 12 clones VH. Las secuencias resultantes se muestran en la Tabla 1. Las secuencias de las CDR se
definieron de acuerdo con IMGT [22] y [23]. Se seleccionaron los clones con un Marco de Lectura Abierto (ORF)
correcto para su posterior estudio y expresion. Los vectores de todas las combinaciones de cadenas pesadas y
cadenas ligeras que se encontraron se co-expresaron transitoriamente en células FreestyleTM 293-F utilizando
293fectina.

Para los anticuerpos 1gG1-AXL-154, IgG1-AXL-183 e IgG1-AXL-726, se generaron las siguientes variantes con
mutaciones puntuales en los dominios variables: 1gG1-AXL-154-M103L, 1gG1-AXL-183-N52Q e IgG1 -AXL-726-
M101L. Los mutantes se generaron por mutagénesis dirigida al sitio utilizando el kit de mutagénesis Quickchange Il
(Stratagene).

Anticuerpos de control de AXL

En algunos de los Ejemplos se utilizd un anticuerpo de comparacion contra AXL (IgG1-YW327.6S2) que se ha
descrito previamente [142] y [143]. Las secuencias de VH y VL para estos anticuerpos especificos de AXL se
clonaron en los vectores de expresion pGlf y pKappa.

Anticuerpo b12
En algunos de los ejemplos, se utilizé el anticuerpo b12, un anticuerpo especifico de gp120 [144] como control

negativo.
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Expresion

Los anticuerpos se expresaron como IgG1,k. Las mezclas de ADN plasmidico que codificaban las cadenas pesadas
y ligeras de los anticuerpos se transfectaron transitoriamente a células HEK293F Freestyle (Invitrogen, EE.UU.)
utilizando 293fectina (Invitrogen, EE.UU.) esencialmente como describe el fabricante.

Purificacion de anticuerpos

El sobrenadante de cultivo se filtré sobre filtros sin salida de 0,2 um, se cargd sobre columnas MabSelect SuRe de 5
mL (GE Health Care) y se hizo eluir con citrato de sodio-NaOH 0,1 M, pH 3. El eluato se neutralizé inmediatamente
con Tris-HCI 2M, pH 9 y se sometié a dialisis durante la noche frente a NaH2PO4 12,6 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4
(B. Braun). Alternativamente, después de la purificacion, el eluato se cargd sobre una Columna de Desalinizacion
HiPrep y el anticuerpo se intercambié en tampdén de NaH2PO4 12,6 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 (B. Braun). Después
de la dialisis o el intercambio de tampon, las muestras se filtraron en condiciones estériles sobre filtros sin salida de
0,2 ym. La pureza se determiné mediante SDS-PAGE y la concentracion de IgG se midi6 utilizando Octet (Fortebio,
Menlo Park, EE.UU.). Los anticuerpos purificados se almacenaron a 4°C.

El anticuerpo IgG1-AXL-511 se gener6 mediante el siguiente método:

Construcciones de expresion para AXL

Se generaron las siguientes construcciones con codones optimizados para la expresion de varias variantes de AXL
completas: AXL humana (Homo sapiens) (nimero de acceso de Genbank NP_068713.2), AXL quimérica de ser
humano-mono cinomolgo en la que el dominio extracelular humano (ECD) fue reemplazado por el ECD de AXL de
mono cinomolgo (Macaca fascicular) AXL (traduccion del acceso de Genbank HB387229.1; aa 1-447), AXL
quimérica de ser humano-ratén en la que el ECD human fue remplazado por el ECD de AXL de ratén (Mus
musculus) (acceso de Genbank NP_033491.2; aa 1-441), AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio |
de tipo Ig humana (aa 1-147, también denominado "dominio Ig1" en la presente memoria) fue reemplazado por el
dominio | de tipo Ig de AXL de ratén, AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio Il de tipo Ig humana
(aa 148-227, también denominado "dominio 1g2" en la presente memoria) fue remplazado por el dominio Il de tipo Ig
de AXL de ratéon, AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio | de tipo FNIIl humano (aa 228-326,
también denominado "dominio FN1" en la presente memoria) fue reemplazado por el dominio | de tipo FNIII de AXL
de ratéon, AXL quimérica de ser humano-raton en la que el dominio Il de tipo FNIII (aa 327-447, también denominado
"dominio FN2" en la presente memoria) fue reemplazado por el dominio Il de tipo FNIII de AXL de ratéon. Ademas, se
generaron las siguientes construcciones con codones optimizados para diversas variantes de ECD de AXL: el
dominio extracelular (ECD) de AXL humana (aa 1-447) con una etiqueta His C-terminal (AXLECDHis), el dominio Il
de tipo FNIIl de AXL humana (aa 327-447) con un péptido sefial N-terminal y una etiqueta His C-terminal (AXL-
FN2ECDHis), y los dominios de tipo Ig1 e Ig2 de AXL humana (aa 1-227) con una etiqueta His C-terminal (AXL-
Ig12ECDHis).

Las construcciones contenian sitios de restriccion adecuados para la clonaciéon y una secuencia 6ptima de Kozak
(GCCGCCACC) (Kozak et al. (1999) Gene 234: 187-208). Las construcciones se clonaron en el vector de expresion
de mamifero pcDNA3.3 (Invitrogen).

Expresion de AXL en células EL4

Las células EL4 se transfectaron de manera estable con el vector pcDNA3.3 que contenia la secuencia codificante
de AXL humana completa y se seleccionaron los clones estables después de la seleccion con el agente antibiético,
G418, (Geneticina).

Purificacion de AXL etiquetada con His

Se expresaron AXLECDHis, AXL-FN2ECDHis y AXL-Ig12ECDHis en células HEK293F y se purificaron con
cromatografia de afinidad con metal inmovilizado.

Inmunizacion

Se utilizé6 material de 4 ratones transgénicos que expresaban secuencias de genes de anticuerpos humanos para
seleccionar anticuerpos. Se eligieron los ratones inmunizados con diversos protocolos de inmunizacion y con
diversas respuestas de anticuerpos y que producian diversos nimeros de anticuerpos a partir del proceso de
hibridoma tradicional. El ratén A (3,5% de aciertos en el proceso de hibridoma) fue un ratén transgénico HCo17-
BALB/c (Bristol-Myers Squibb, Redwood City, CA, EE.UU.) se inmunizé alternativamente por via intraperitoneal (IP)
con 20 ug de AXL-FN2ECDHIS mas 20 ug de AXL-Ig12ECDHis) y por via subcutanea (SC) en la base de la cola)
con la misma proteina, con un intervalo de 14 dias. En total se realizaron 8 inmunizaciones: 4 inmunizaciones IP y 4
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SC. Para la mayoria de las inmunizaciones, la primera inmunizacion se realizé en coadyuvante completo de Freund
(CFA,; Difco Laboratories, Detroit, MI, EE.UU.) y todas las inmunizaciones posteriores en coadyuvante incompleto de
Freund (IFA; Difco Laboratories, Detroit, Ml, EE.UU.). El ratén B (0% de aciertos en el proceso de hibridoma) fue un
ratén transgénico HCo12 (Medarex) inmunizado con 20 ug de la proteina AXLECDHis utilizando un protocolo de
inmunizacién similar al del ratén A. El raton C (38% de aciertos en el proceso de hibridoma) fue un ratén HCo12-
BALB/c inmunizado alternando la via intraperitoneal (IP) con células EL4 transfectadas con AXL humana completa
en PBS y la via subcutanea (SC; en la base de la cola) con la proteina AXLECDHis en IFA, con un intervalo de 14
dias. El raton D (0% de aciertos en el proceso de hibridoma) fue un ratén transgénico HCo12 (Medarex) inmunizado
con 20 ug de la proteina AXL-Ig12ECDHis utilizando un protocolo de inmunizacién similar al del raton A.

Los ratones con al menos dos titulos de anticuerpos especificos para AXL secuenciales de 200 (diluciones séricas
de 1/200) o mas, se reforzaron 3-4 dias antes de la fusion (10 pg de proteina derivada de AXL en PBS inyectada por
via intravenosa).

Aislamiento de ARN de células de bazo

El ARN total se aislo de las células del bazo utilizando el kit Mini RNA easy (Qiagen). Se sintetizd el ADNc de la
primera hebra para 5-RACE utilizando 150 ng de ARN empleando el kit de amplificacion de ADNc SMART RACE
(Clontech, Mountain View, CA, EE.UU.), Transcriptasa Inversa PrimeScript (Clontech) y SMART IIA oligo y oligodT
como cebadores. Las regiones codificantes de VL se amplificaron por PCR utilizando la polimerasa Advantage 2
(Clontech), los cebadores RACEKLIC4shortFW2 (320 nM), RACEKLIC4LongFW2 (80 nM) y RACEKLICRV_PmIA3
(400 nM), realizando 35 ciclos de 30 segundos a 95°C y 1 minuto a 68°C. Las regiones codificantes de VH se
amplificaron por PCR utilizando ADN polimerasa Pfu Ultra Il Fusion HS (Stratagene), los cebadores
RACEG1LIC3shortFW (320 nM), RACEG1LIC3longFW (80 nM) y RACEG1LIC3RV2 (400 nM), realizando 40 ciclos
de 20 segundos a 95°C, 20 segundos a 66°C y 30 segundos a 72°C, terminando con una etapa de extension final de
3 minutos a 72°C. Los productos de PCR que codificaban VH o VL se separaron utilizando electroforesis en gel de
agarosa y los productos de ADN del tamafio esperado se cortaron del gel y se purificaron utilizando el kit Qiagen
MiniElute. Las regiones codificantes de VH y VL amplificadas por PCR se clonaron, en marco, en los vectores de
expresion de mamiferos pGIf (que contenia la secuencia de ADN que codificaba la region constante de IgG1
humana) para la regiéon VH y pKappa (que contenia la secuencia de ADN que codificaba la region constante de la
cadena ligera kappa) para la region VL, por medio de clonacion independiente de la clonacién (Aslanidis, C. y P.J.
de Jong, Nucleic Acids Res 1990;18(20): 6069-74) en la cepa de E. coli DH5aT1R (Life Technologies), produciendo
colonias bacterianas individuales que contenian cada una un solo vector de expresién de HC o LC.

Secuencias de cebadores

Nombre del cebador Secuencia del cebador

SMARTIIA 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG
RACEKLIC4shortFW2 | 5'-ACGGACGGCAGGACCACT

RACEKLIC4LongFW2 |5'-ACGGACGGCAGGACCACTAAGCAGTGGTATCAACGCAGA
RACEKLICRV_PmIA3 |5'-CAGCAGGCACACCACTGAGGCAGTTCCAGATTTC
RACEG1LIC3shortFW | 5'-ACGGACGGCAGGACCAGT

RACEG1LIC3longFW |5'-ACGGACGGCAGGACCAGTAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
RACEG1LIC3RV2 5'-GGAGGAGGGCGCCAGTGGGAAGACCGA

CMV P f (RRA2) 5'-GCCAGATATACGCGTTGACA
TK pA r (RRA2) 5'-GATCTGCTATGGCAGGGCCT
PCR de LEE

Los elementos de expresion lineal (LEE) se produjeron amplificando el fragmento que contenia el promotor de CMV,
las regiones que codificaban HC o LC y los elementos que contenian la sefial de poli A de los plasmidos de
expresion. Para esto, las regiones se amplificaron utilizando la ADN polimerasa Accuprime Taq (Life Technologies) y
los cebadores CMVPf (Bsal)2 y TkpA(Bsal)r, realizando 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 2
(LC) o 3 minutos (HC) a 68°C, utilizando material de colonias de E. coli (cepa DH5a), que contenia los plasmidos,
como molde de ADN.

Expresion transitoria en células HEK-293

Los anticuerpos se expresaron como IgG1, k. Las mezclas de ADN plasmidico que codificaban cadenas tanto
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pesadas como ligeras de los anticuerpos se transfectaron transitoriamente en células Freestyle 293-F (HEK293F)
(Life technologies, EE.UU.) utilizando 293fectina (Life technologies) esencialmente como describen Vink, T. et al.
(2014) ('A simple, robust and highle efficient transient expression system for producing antibodies’, Methods, 65 (1),
5-10).

Para la expresion los LEE de Ab, se mezclaron 1 ul de la mezcla de reacciéon de PCR de HC LEE, 1 ul de la mezcla
de reaccion de PCR de LC y 1 pl de una mezcla potenciadora de 30 ng/ul que contenia una mezcla de 3 plasmidos
potenciadores de la expresion como describen Vink, T., et al. (2014), y se transfectaron en células HEK293F en un
volumen total de 100 pl utilizando 293fectin como reactivo de transfeccion, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Life technologies), utilizando placas de 96 pocillos como recipiente, esencialmente como se describid
anteriormente.

ELISA de AXLECDHis

Las placas de ELISA (Greiner, Paises Bajos) se recubrieron con 100 pl/pocillo de AXLECDHis de 0,5 pg/mL en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se incubaron durante 16 horas a temperatura ambiente (RT). La
solucion de recubrimiento se retird y los pocillos se bloquearon afadiendo 150 pyl de PBSTC (PBS que contenia
tween-20 al 0,1% y suero de pollo al 2%) e incubando durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron
tres veces con 300 ul de PBST (PBS que contenia tween-20 al 0,1%)/pocillo y se afiadieron 100 pl de solucion de
prueba, seguido de una incubacién de 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces con 300 ul de
PBST/pocillo, se afadieron 100 pl de anticuerpo anti-lgG humana de cabra acoplado con peroxidasa de rabano
picante (diluida 1/3000) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces con 300
pl de PBST/pocillo, se afiadieron 100 pl de soluciéon ABTS (1 mg/ml) y se incubaron a temperatura ambiente hasta
que se observo una sefial suficiente y la reaccion se detuvo afiadiendo 100 pl de solucién de acido oxalico al 2%. Se
midieron placas de 96 pocillos en un lector de ELISA a 405 nm.

Escrutinio de diversidad

Las muestras se analizaron para determinar la unién de los anticuerpos a células TH1021-hAXL (células HEK293F
que expresan transitoriamente la AXL humana), TH1021-cAXL (células HEK293F que expresan transitoriamente
quimeras de AXL de ser humano-cinomolgo en las que el ECD humano habia sido reemplazado por el ECD de AXL
de mono cinomolgo), TH1021-mAXL (células HEK293F que expresan transitoriamente quimeras de AXL de ser
humano-ratén en las que el ECD humano habia sido reemplazado por el ECD de AXL de raton), TH1021-mig1
(células HEK293F que expresan transitoriamente la AXL humana que tienen el dominio | de tipo Ig remplazado por
el dominio | de tipo Ig de AXL de raton), TH1021-mlg2 (células HEK293F que expresan transitoriamente AXL
humana que tienen el dominio Il de tipo Ig reemplazado por el dominio Il de tipo Ig de AXL de ratén), TH1021-mFN1
(células HEK293F que expresan transitoriamente AXL humana que tienen el dominio | de tipo FNIII reemplazado por
el dominio | de tipo FNIIl de AXL de ratén), TH1021-mFN2 (células HEK293F que expresan transitoriamente AXL
humana que tienen el dominio Il de tipo FNIII reemplazado por el dominio Il de tipo FNIII de AXL de ratén) y células
HEK293F (control negativo que no expresa AXL), respectivamente.

Se afadieron muestras de la expresion de LEE a las células para permitir la unién a las diversas construcciones de
AXL. Posteriormente, se detecté la union de los anticuerpos utilizando un producto conjugado fluorescente (anti-Fc
gamma de IgG humana de cabra - DyLight649; Jackson ImmunoResearch). Las muestras se exploraron utilizando
un Sistema de Deteccion Celular 8200 de Applied Biosystems (8200 CDS) y se utilizé la fluorescencia media como
lectura. Las muestras se declararon positivas cuando los recuentos fueron superiores a 50 y los recuentos x
fluorescencia fueron al menos tres veces mas altos que el control negativo.

Provision de reservas de HC y LC:

Para cada ratén, se escogieron el vector de expresion 352 HC que contenia colonias bacterianas y el vector de
expresion 384 LC que contenia colonias bacterianas y se amplificaron por medio de PCR para LEE. Parte de la
reaccion de LEE fue secuenciada (AGOWA). El porcentaje de construcciones que contenian el inserto VH apropiado
era diferente en gran medida entre los 4 ratones, el raton A (50%), el ratén B (23%), el raton C (90%) y el raton D
(14%) y se parecia a la variacion de los éxitos en el proceso de hibridoma, véase mas arriba. La diversidad de HC en
los ratones con solo una cantidad limitada de insertos adecuados estaba dominada por un gran grupo de HC
idénticas, 65/83 en el raton B y 46/49 en el raton D. Para el raton B y D, se seleccionaron las HC unicas (9 para el
raton B, 4 para el raton D). Para el ratén A 'y C no se realizé ninguna seleccion.

Co-transfecciéon de HC con una reserva de LC

Los LEE que codificaban HC individuales se co-transfectaron con una reserva de 96 LEE que codificaban LC
utilizando el protocolo de transfecciéon de LEE.
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Seleccion de HC de anticuerpos de unién a AXL

Para los ratones B y D, los sobrenadantes de las co-transfecciones de LEE de la HC unica con las LC agrupadas se
analizaron para determinar la unién a AXL de las mezclas de anticuerpos producidas por el ELISA para AXL. Siete
de las 9 HC del ratén B dieron como resultado la union de AXL y 4 de las 4 HC del ratén D dieron como resultado la
unién de AXL.

Para los sobrenadantes de raton A y C de las co-transfecciones LEE de la HC unica con las LC agrupadas se
analizé la unién a AXL de las mezclas de anticuerpos producidas por el escrutinio de diversidad. Este escrutinio
permitié tanto la identificacion de las HC que se unian a AXL como un mapeo del epitopo aproximado, al identificar
la pérdida de unién de anticuerpos a variantes de AXL. Del ratén A, aproximadamente 40% de las HC se unieron a
la AXL humana, la mayoria de las cuales perdieron la unién al dominio Ig1 o FNIII-2, cuando estos dominios fueron
reemplazados por el equivalente del ratéon. Del ratén C, aproximadamente 70% de las HC se unieron a la AXL
humana, la mayoria de las cuales perdieron la unién al dominio Ig1 o Ig2, cuando estos dominios fueron
reemplazados por el equivalente de ratén. Basandose en la unién determinada por el ELISA para AXL o el escrutinio
de diversidad, la informaciéon de la secuencia de HC y la pérdida de uniéon a dominios AXL especificos en el
escrutinio de diversidad, se seleccion6 un total de 12 HC unicas para la determinacién de la mejor LC.

Co-transfeccion de HC con LC individuales

Cada LEE de HC individual de las 12 HC seleccionadas Unicas se co-transfecté con 96 LEE de LC individuales de la
reserva de LC de los ratones correspondientes.

Seleccion de LC de anticuerpos de unién a AXL

Los sobrenadantes de la expresion de LEE de las combinaciones de HC/LC Unicas se analizaron para determinar la
union a AXL del anticuerpo producido por el ELISA para AXL. Para cada HC se encontraron al menos 6 LC y se
seleccion6 una unica LC como la mejor, segun los resultados de ELISA y la informacién de la secuencia de LC. Se
identificaron anticuerpos de unién a AXL de los 4 ratones, incluso los ratones que no resultaron satisfactorios en el
proceso de hibridoma.

Afinidad de unién del anticuerpo 511

Se determind la afinidad de un anticuerpo anti-AXL (clon 511).

La afinidad se determiné utilizando la Interferometria de Biocapa en un ForteBio OctetRED384. Los biosensores de
captura anti-Fc humano (AHC) (ForteBio, Portsmouth, Reino Unido; nim. de cat. 18-5064) se cargaron durante 150
s con higG (1 pg/mL) con el objetivo de una respuesta de carga 1 nm. Después del momento inicial (150 s), se
determinaron la asociacion (1000 s) y la disociacion (2000 s) de AXLECDHis (como se describe en el Ejemplo 1),
utilizando un intervalo de concentracion de 10 pg/mL- 0,16 pg/mL (218 nM - 3 nM) con etapas de dilucion 1:2. Para
los calculos, se utilizé la masa molecular teérica de AXLECDHis basada en la secuencia de aminoacidos, es decir,
46 kDa. Los experimentos se llevaron a cabo en un OctetRED384, mientras se agitaba a 1000 rpm y a 30°C. Cada
anticuerpo se sometio a prueba en tres experimentos independientes.

Los datos se analizaron con el soporte légico de analisis de datos ForteBio v7.0.3.1, utilizando el modelo 1:1 y un
ajuste global completo con un tiempo de asociacion de 1000 s y un tiempo de disociacion de 1000 s a menos que se
indique lo contrario. Se utilizé un tiempo de disociaciéon de 1000 s (en lugar del tiempo de disociacion de 2000 s que
se habia adquirido) ya que esto produjo mejores ajustes. Las trazas de datos se corrigieron restando una curva de
referencia (anticuerpo sin AXLECDHis), el eje Y se alined con los Ultimos 5 s del momento inicial, y se aplico la
correccion entre pasos y el filirado Savitzky-Golay.

La afinidad (Kp) del clon 511 para AXL fue 23:10°°M (kon 1,7+10° 1/Ms y una kgis de 3,910 1/s)

Sintesis de duostatina-3

Preparacion del compuesto 3:
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A una solucion de Boc-L-fenilalanina 1 (5,36 g, 20,2 mmoles) en 30 mL de cloruro de metileno (DCM), se ahadioé
carbonildiimidazol (CDI, 4,26 g, 26,3 mmoles) y se agitdé durante 1 hora. A continuacion, se afiadié una solucion de 2
(3,67 g, 30,3 mmoles) y acido 2,4-diaminobutirico (DBU, 4,5 mL, 30 mmoles) en 15 mL de DCM. La mezcla se
calento a 40°C durante 16 horas. La mezcla se diluy6 con 60 mL de DCM y 40 mL de agua, después se neutralizé a
pH 7 con HCI concentrado. El extracto de DCM se recogio, se lavé con HCI 0,2 M (60 mL), después con salmuera
(60 mL), se secod sobre Na2S04 y se evapord para proporcionar 7,47 g de sulfonamida protegida con Boc. Este
material se suspendié en 40 mL de metanol, después se afiadieron 200 mL de HCl/isopropanol 6 N y la mezcla se
agitd durante 2 horas. El disolvente se evaporé a vacio, después se afiadieron 100 mL de éter. El producto
precipitado se recogié por filtracion y se sec6 para proporcionar el compuesto 3 en forma de sal de HCI (5,93 g,
96%); EM m/z 269,1 (M + H).

Preparaciéon del compuesto 5:

1. HATU
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A una solucién del compuesto 4 (1,09 g, 1,6 mmoles) en 10 mL de N,N-Dimetilformamida (DMF) se le ahadioé
hexafluorofosfato de 2-(1H-7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU, 0,61 g, 1,6 mmoles),
diisopropiletilamina (DIEA, 0,56 mL) y compuesto 3 (0,49 g, 1,6 mmoles) en ese orden. La mezcla se agit6é durante 1
hora y se diluy6 con 100 mL de agua y 4 mL de acido acético. El producto precipitado se recogi6 por filtracion, se
seco a vacio y se afiadié a 10 mL de HCl/dioxano 4 M. Después de 30 minutos, se afiadieron 200 mL de éter y se
recogio el producto precipitado insoluble y se purificd por HPLC para proporcionar el compuesto 5 en forma de una
sal de tetrahidrofurano (TFA, 1,3 g, 88%); MS m/z 835.5 (M + H). El compuesto 5 se denomina duostatina-3 en todo
el manuscrito.

Preparaciéon del compuesto 7:

O AL e

I T -
L3I
RS Scas L g g T TN Sy
“ H

H 2. Plperldlna o
5 Q
+ \%\ 6 DMA kNH . o
EH o”J\NH2 oﬁ,\S'NH f/ )
07 N, o \>’\\/

A una solucién del compuesto 5 (500 mg, 0,527 mmoles) en 5 mL de DMF se le afiadieron el compuesto 6 (483 mg,
0,631 mmoles), N-hidroxibenzotriazol (HOBt, 40 mg, 0,296 mmoles) y DIEA (0,27 mL). La mezcla se agit6 durante
16 horas, después de lo cual se afiadieron 0,4 mL de piperidina. Después de 1 hora, la mezcla se diluy6 con 100 mL
de éter y el producto precipitado se recogio y se seco para proporcionar el compuesto 7 en forma de una sal de HCI
(640 mg, 95%); MS m/z 1240,7 (M + H).

Preparaciéon del compuesto 9:
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A una solucién del compuesto 8 (219 mg, 0,62 mmoles) en 5 mL de DMF se le afiadieron HATU (236 mg, 0,62
mmoles), DIEA (0,15 mL) y el compuesto 7 (316 mg, 1,6 mmoles), respectivamente. Después de 1 hora, se
afadieron 0,2 mL de piperidina y la mezcla se agitdé durante 30 minutos, después se purificé por HPLC para
proporcionar el compuesto 9 en forma de una sal de TFA (235 mg, 64%); MS m/z 1353,8 (M + H).

Q
O

Preparacién del compuesto 11:
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A una solucién del compuesto 9 (235 mg, 0,16 mmoles) en 2 mL de metanol y 1 mL de agua se le afiadié una
solucion de dialdehido 10 (1,6 mL de 0,3 M en iPrOH) y NaCNBH3 (180 mg, 2,85 mmoles). La mezcla se agité
durante 2 horas a temperatura ambiente, y después se purificé por HPLC dando lugar al compuesto 11 en forma de
una sal de TFA (126 mg, 50%); MS m/z 1465,8 (M + H)

Generacion de productos conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) especificos de AXL

Los anticuerpos contra AXL purificados IgG1-AXL-148, IgG1-AXL-183 e IgG1-AXL-726, asi como el anticuerpo de
control negativo IgG1-b12 fueron conjugados con Duostatina-3 por Concortis Biosystems, Inc. (San Diego, CA) a
través de covalente conjugacion utilizando el conector K-lock AV1-valina-citrulina (vc) [58], [148] y [149].

Los productos conjugados de anticuerpo anti-AXL y farmaco se analizaron posteriormente para determinar la
concentracion (por absorbancia a 280 nm), la razén farmaco/anticuerpo ('DAR') por cromatografia de fase inversa
(RP-HPLC) y cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC), la cantidad del farmaco no conjugado (por cromatografia
de fase inversa), el porcentaje de agregacion (por cromatografia de exclusiéon por tamafio, SEC-HPLC) y los niveles
de endotoxina (por LAL). Los resultados fueron los siguientes (Tabla 2):

Tabla 2

IgG1-AXL-148- IgG1-AXL-183- IgG1-AXL-726- IgG1-b12-

vcDuostatina3 vcDuostatina3 vcDuostatina3 vcDuostatina3
Concentracion 6,57 3,40 5,93 3,36
(mg/mL)
DAR por HIC-HPLC 1,71 1,79 1,77 2,05
% de farmaco no 6,67 4,16 5,38 4,19
conjugado
% agregado por SEC- 3,71% 3,35 3,42 1,75
HPLC

Ejemplo 2 - Caracteristicas de union de los anticuerpos contra AXL

Afinidad de unién de los anticuerpos contra AXL

Se determinaron las afinidades del panel de 9 anticuerpos anti-AXL, asi como 3 variantes de estos anticuerpos con
mutaciones de aminoacidos individuales en los dominios variables (IgG1-AXL-154-M103L, IgG1-AXL-183-N52Q,
IgG1-AXL-726 -M101L).

Las afinidades se determinaron utilizando la Interferometria de Biocapa en un ForteBio OctetRED384. Los
biosensores de captura anti-Fc humano (AHC) (ForteBio, Portsmouth, Reino Unido; nim. de cat. 18-5064) se
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cargaron durante 150 s con higG (1 pg/mL) con el objetivo de una respuesta de carga de 1 nm. Después de un
momento inicial (150 s), se determinaron la asociacion (1000 s) y la disociacion (2000 s) de AXLECDHis (como se
describe en el Ejemplo 1), utilizando un intervalo de concentracion de 10 pyg/mL - 0,16 pyg/mL (218 nM - 3 nM) con
etapas de dilucién 1:2. Para los calculos, se utilizé la masa molecular teérica de AXLECDHis basada en la secuencia
de aminoacidos, es decir, 46 kDa. Los experimentos se llevaron a cabo en un OctetRED384, mientras se agitaba a
1000 rpm y a 30°C. Cada anticuerpo se sometid a prueba en tres experimentos independientes.

Los datos se analizaron con el Soporte légico de Analisis de Datos ForteBio v7.0.3.1, utilizando el modelo 1:1 y un
ajuste global completo con 1000 s de tiempo de asociacion y 1000 s de tiempo de disociacion a menos que se
indique lo contrario. Se utilizé un tiempo de disociacion de 1000 s (en lugar del tiempo de disociacion de 2000 s que
se adquirié) ya que esto dio como resultado mejores ajustes. Para los anticuerpos 1IgG1-AXL-154 e IgG1-AXL-154-
M103L se utilizé un tiempo de disociacion de 500 s. Para IgG1-AXL-012 e IgG1-AXL-094 se utilizaron tiempos de
disociacion de 200 s. Las trazas de datos se corrigieron restando una curva de referencia (anticuerpo sin
AXLECDHis), €l eje Y se alined con los ultimos 5 s del momento inicial, y se aplicé la correccion entre etapas y el
filtrado Savitzky-Golay.

Las afinidades (Kp) de los anticuerpos anti-AXL oscilé entre 0,310°M y 63:10°M (tabla 3). Para el mutante IgG1-
AXL-183-N52Q, la Kp fue menor que para el tipo salvaje 1IgG1-AXL-183, debido a una velocidad de disociacion
aproximadamente 2,5 veces mayor. La cinética observada de los otros dos mutantes fue similar a la cinética de las
IgG de tipo salvaje.

Tabla 3
Anticuerpo Afinidad de union (OCTET)

KD (M) |Kon (1/ms) Kdis (1/s)
IgG1-AXL-107 16+10° |2,8+10° 4,1+10°
IgG1-AXL-148 20-10% [2,3+10° 4,4410°
IgG1-AXL-154 7,2410° |2,6+10° 1,9-10°
IgG1-AXL-154-M103L | 7,810 |2,7+10° 2,010”
IgG1-AXL-171 17-10°  |1,1+10° 1,8+10°
IgG1-AXL-183 10,2:10" |4,1+10* 4,2+10"
lgG1-AXL-183-N52Q (24-107 |4,2+10" 1,0-10%
IgG1-AXL-613 1,5107 |5,4+10° 8,010™
IgG1-AXL-726 0,6+10° |2,4+10° 1,3-10"
lgG1-AXL-726-M101L |0,3+10™ |2,1+10° 6,910®
IgG1-AXL-733 63-10° [1,6+10° 9,7+10°

Unién de anticuerpos contra AXL a AXL humana, de ratén y de cinomolgo

Las células HEK293T se transfectaron transitoriamente con construcciones de expresiéon para AXL humana
completa, AXL humana con un dominio extracelular (ECD) de mono cinomolgo o AXL humana con un ECD de ratén
(véase el Ejemplo 1). La unién de los anticuerpos HuMab-AXL a estas células se evalué mediante citometria de flujo.
Las células HEK293 transfectadas se incubaron con diluciones en serie de anticuerpos contra AXL (intervalo de
concentracion final 0,0024-10 pg/ml) durante 30 minutos a 4°C. Después de lavar tres veces en PBS/BSA al
0,1%/azida al 0,02%, las células se incubaron con anti-F(ab')2 de IgG de humana de cabra conjugado con R-
ficoeritrina (PE) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA; nim. de cat. 109-116-098) diluido
1/100 en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02% (volumen final 100 uL). A continuacion, las células se lavaron dos veces
en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%, se resuspendieron en 120 yL de PBS/BSA al 0,1%/azida al 002% y se
analizaron en un FACS Cantoll (BD Biosciences).

Las curvas de unién se analizaron mediante regresion no lineal (dosis-respuesta sigmoidea con pendiente variable)
utilizando el soporte l6gico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.).

Figura 1A muestra que los anticuerpos HuMab-AXL mostraron una uniéon dependiente de la dosis a las células
HEK293 que expresaban ECD de AXL humana. Ademas, los anticuerpos HuMab-AXL reconocieron AXL con un
ECD de mono cinomolgo, con valores de CEsp en el mismo intervalo que para AXL completamente humana (Figura
1B) En contraste, la union de los HuMab a AXL con un ECD de ratén fue baja (IgG1-AXL-107, IgG1-AXL-154, 1gG1-
AXL-154-M103L, 1gG1-AXL-733, IgG1-AXL-183, IgG1-AXL -183-N52Q) o no detectable (IgG1-AXL-171, IgG1-AXL-
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613, IgG1-AXL-726, IgG1-AXL-726-M101L, IgG1-AXL-148; Figura 1C). Como se esperaba, el anticuerpo de control
negativo IgG1-b12 no mostrd (Figura 1) unién a las células que expresaban cualquiera de las variantes de AXL. La
Tabla 4 muestra los valores de CE50 y las desviaciones tipicas para la unidon de los anticuerpos anti-AXL a AXL
humana o AXL humana con un ECD de AXL de cinomolgo (determinados en al menos 3 experimentos). Los valores
de CE50 para la union a AXL humana con un ECD de AXL de ratén no se pudieron determinar a una unién muy baja

0 ausente.

Tabla 4
CE50 de union (ug/mL)
Anticuerpo
Promedio (d.t.) de AXL humana |Promedio (d.t.) de AXL de cinomolgo
IgG1-AXL-107 0,050 (0,004) 0,149 (0,021)
IgG1-AXL-154 0,105 (0,003) 0,160 (0,027)
IgG1-AXL-154-M103L 0,110 (0,038) 0,161 (0,042)
IgG1-AXL-171 0,073 (0,023) 0,157 (0,057)
IgG1-AXL-613 0,040 (0,023) 0,146 (0,023)
IgG1-AXL-726 0,288 (0,206) 0,349 (0,160)
IgG1-AXL-726-M101L 0,184 (0,117) 0,250 (0,066)
IgG1-AXL-733 0,176 (0,094) 0,254 (0,114)
IgG1-AXL-148 0,094 (0,059) 0,152 (0,080)
IgG1-AXL-183 0,526 (0,177) 0,309 (0,086)
IgG1-AXL-183-N52Q 0,350 (0,206) 0,324 (0,121)

Competicion entre los anticuerpos contra AXL y Gas6 por la unién a AXL

Se sometié a prueba si el ligando de AXL Gas6 interferia en la union de los anticuerpos contra AXL a AXL. Por lo
tanto, las células A431 positivas para AXL se incubaron durante 15 minutos a 4°C con 10 pg/mL de Gas6 humano
recombinante (R&D Systems, Abingdon, Reino Unido; Num. cat. 885-GS). Con posterioridad, se prepararon
diluciones en serie de anticuerpos contra AXL (intervalo de concentracion final 0,014-10 pug/mL), se afiadieron a las
células y se incubaron durante 30 minutos a 4°C. Después de lavar tres veces en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%,
las células se incubaron en 100 uL con anticuerpo secundario a 4°C durante 30 minutos en la oscuridad. Como
anticuerpo secundario que se une a la region Fc, se utilizé anti-F(ab')2 de IgG humana de cabra conjugado con R-
Ficoeritrina (PE) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA; Num. cat. 109-116- 098) diluido
1/100 en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%. A continuacion, las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al
0,1%/azida al 0,02%, se resuspendieron en 120 yL de PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02% y se analizaron en un FACS
Cantoll (BD Biosciences).

Alternativamente, las células A431 se preincubaron con 10 pug/mL de anticuerpos contra AXL (15 minutos, 4°C) para
evaluar si el ligando de AXL Gas6 todavia podia unirse en presencia de anticuerpos contra AXL. Después de la
incubacién previa de anticuerpos, se afnadieron a las células diluciones en serie de Gas6 humano recombinante
(R&D Systems, Abingdon, Reino Unido; Num. cat. 885-GS) a concentraciones finales de 0,001-20 ug/mL y se
incubaron durante 30 minutos a 4°C. Después de lavar tres veces en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%, las células
se incubaron con IgG2a anti-Gas6 de raton (R&D Systems; num. de cat. MAB885) a 4°C durante 30 min. Después
de lavar tres veces en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%, las células se incubaron con anti-IgG de raton de cabra
marcado con FITC (Dako, Heverlee, Bélgica; nim. de cat. F049702) a 4°C durante 30 minutos en la oscuridad. A
continuacion, las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%, se resuspendieron en 120 uL de
PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02% y se analizaron en un FACS Cantoll (BD Biosciences).

Las curvas de unién se analizaron mediante regresion no lineal (dosis-respuesta sigmoidea con pendiente variable)
utilizando el soporte l6gico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.).

En los experimentos (n = 3) en los que las células A431 se incubaron previamente con Gas6, los valores de union
maxima de los anticuerpos anti-AXL fueron comparables a la union del anticuerpo en ausencia de Gas6 (la unién
maxima después de la preincubacién de Gas6 fue de 90-108% de unidn sin preincubacion con Gas6) (Tabla 4). Los
valores de CEsp para la union del anticuerpo contra AXL con o sin preincubacién con Gas6 estaban en el mismo
intervalo, o algo incrementados después de la preincubacion con Gas6 (Tabla 5).

La union del anticuerpo contra AXL de control YW327.6S2 a las células A431 se redujo considerablemente en
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presencia de Gas6 en comparacién con la unién sin Gas. La unién maxima de YW327.6S2 en presencia de Gas6
fue de 19% de la unién sin Gas6, y el valor de CE50 para la unién a las células A431 fue 21 veces mayor cuando las
células se incubaron previamente con Gas6.

En experimentos en los que las células A431 se incubaron previamente con anticuerpos anti-AXL, se evalud la unién
a Gas6 (n = 3). La unién de Gasb6 a las células A431 fue similar con o sin preincubacion con anticuerpos HuMab-
AXL. Las concentraciones de CE50 promedio de la unién de Gas6 cuando las células se incubaron previamente con
los HuMab (0,34-0,83 ug/ml) y la unién maxima de Gas6 fueron similares a la union de Gas6 en presencia de
anticuerpo de control negativo b12 (concentracion de CE50: 0,40 pug/ml; 95-115% de la union de Gas6 en presencia
del anticuerpo de control b12). La unidon de Gas6 a las células A431 se redujo considerablemente en presencia del
anticuerpo contra AXL de control YW327.6S2 en comparacion con la preincubacion con b12 (la concentracion de
CE50 fue 14 veces mayor). La unién maxima de Gas6 en presencia del anticuerpo control YW327.6S2 fue 17% de la
union en presencia del anticuerpo de control negativo b12.

Tabla 5
Unién del anticuerpo a las células A431 Unién de Gasb a las células A431
CE50 sin CE50 en
CE50 en . - . . - .
) Gasb resencia Unién maxima en presencia de Unién maxima en presencia de

Anticuerpo CE50 FZie Gas6 presencia de Gas6 (% anticuerpos anticuerpos contra AXL (% de

pyg/mL de unién en ausencia contra AXL unién en presencia de anticuerpo

(Mg/mL)
media ? de Gas6) media (d.t.) | (ug/mL)media de control) media (d.t.)
media (d.t.)

(d.t.) (d.t)
lg51-AXL- (8’1% 0,94 (1,18) 91 (5) 0,78 (0,54) 96 (8)
lgot-AXL- (8’1;) 0,20 (0,30) 93 (5) 0,73 (0,52) 106 (7)
lgo1-AXL- (8’;‘2) 0,76 (0,78) 99 (13) 0,44 (0,28) 95 (10)
lgB1-AXL- (8’;?) 0,32 (0,40) 95 (5) 0,69 (0,42) 108 (5)
298%1'AXL' (8’32) 1,19 (1,11) 90 (19) 0,34 (0,13) 115 (8)
G 1-AXL- (8'15) 0,30 (0,31) 93 (15) 0,74 (0,44) 113 (6)
9e1-AXL (8’83) 0,10 (0,10) 108 (22) 0,57 (0,36) 100 (11)
lget-AxL- (8’35) 0,55 (0,69) 97 (10) 0,77 (0,58) 98(10)
lget-AxL- (8’;‘?) 0,62 (0,23) 93 (5) 0,83 (0,54) 96 (5)

0,09 * *

YW327.652 | (gg) | 1,90 (1.04) 41 (24) 5,53 (7,09) 17 (10)
b12 n/a® n/a n/a 0,40(0,11) 100

®n.a., no aplicable
Valores de CE50 menos precisos debido a la baja union

Ejemplo 3 - Estudio de mapeo epitopico en un panel de anticuerpos anti-AXL

Determinacion de la especificidad del dominio AXL utilizando moléculas guiméricas de AXL de ser humano-
ratén

La especificidad del dominio AXL de los anticuerpos contra AXL se determiné utilizando un panel de mutantes AXL
quiméricos de ser-humano raton. Se generaron cinco moléculas de AXL quiméricas diferentes, en las cuales el
dominio | de tipo Ig humano (Ig1), el dominio Il de tipo Ig (Ig2), el dominio | de tipo FNIII humano (FN1) o el dominio Il
de tipo FNIII humano (FN2) fueron reemplazados por sus homdlogos murinos.
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Las siguientes construcciones con codones optimizado para la expresion de las quimeras de AXL de ser humano-

ratén se generaron y expresaron en células HEK293F como se describe en el Ejemplo 1:
AXL de Homo sapiens (p33-HAHs-AXL): (SEQ ID NO: 130)

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMYPYDVPDYAAPRGTQAEESPFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEP
PEVHWLRDGQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYF
LEEPEDRTVAANTPFNLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRT
ATITVLPQQPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLSNDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRL
GSLHPHTPYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGSQAFVHWQEPRAPLOQGTLLGYRLAYQ
GQDTPEVLMDIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEPSTPAFS

WPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLR
DVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGV
CFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCML
NENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENS
EIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEP
PGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Mus musculus (p33-HAMm-AXL): (SEQ ID NO: 131)
MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMYPYDVPDYAAHKDTQTEAGSPFVGNPGNITGARGLTGTLRCELQVQGE

PPEVVWLRDGQILELADNTQTQVPLGEDWQDEWKVVSQLRISALQLSDAGEYQCMVHLEGRTFVSQPGFVGLEGL
PYFLEEPEDKAVPANTPFNLSCQAQGPPEPVTLLWLQDAVPLAPVTGHSSQHSLQTPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTT
SRTATITVLPQRPHHLHVVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCNLQAVLSDDGVGIWLGKSDPPEDPLTLQVSVPPHQ
LRLEKLLPHTPYHIRISCSSSQGPSPWTHWLPVETTEGVPLGPPENVSAMRNGSQVLVRWQEPRVPLQGTLLGYRLA
YRGQDTPEVLMDIGLTREVTLELRGDRPVANLTVSVTAYTSAGDGPWSLPVPLEPWRPGQGQPLHHLVSEPPPRAFS
WPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLR
DVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGV
CFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCML
NENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENS
EIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEP
PGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Homo sapiens - Dominio Ig1 de Mus musculus (p33-AXL-mlg1): (SEQ ID NO: 132)
MGRVPLAWWLALCCWGCAAHKDTQTEAGSPFVGNPGNITGARGLTGTLRCELQVQGEPPEVVWLRDGQILELAD

NTQTQVPLGEDWQDEWKVVSQLRISALQLSDAGEYQCMVHLEGRTFVSQPGFVGLEGLPYFLEEPEDRTVAANTPF
NLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQQPRNLHL
VSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHTPYHIRVAC
TSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVLMDIGLR
QEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEPSTPAFSWPWWYVLLGAVVA
AACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHKVALGK
TLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERESFPAPVV
ILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSK
KIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPA
DCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYYNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDP
KDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Homo sapiens - Dominio de Ig2 de Mus musculus (p33-AXL-mig2): (SEQ ID NO: 133)
MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRD

GQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDKAV
PANTPFNLSCQAQGPPEPVTLLWLQDAVPLAPVTGHSSQHSLQTPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQQ
PRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHTPY
HIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVLM
DIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEPSTPAFSWPWWYVLL
GAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHK
VALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDS
ILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGD
QPVYLPTQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVK
WIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNP
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QDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYYNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYV
LCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Homo sapiens - Dominio FN1 de Mus musculus (p33-AXL-mFN1): (SEQ ID NO: 134)
MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRD

GQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTV
AANTPFNLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQR
PHHLHVVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCNLQAVLSDDGVGIWLGKSDPPEDPLTLQVSVPPHQLRLEKLLPHTPY
HIRISCSSSQGPSPWTHWLPVETTEGVPLGPPENISATRNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVLM
DIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEPSTPAFSWPWWYVLL
GAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHK
VALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDS
ILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGD
QPVYLPTQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVK
WIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNP
QDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYV
LCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Homo sapiens - Dominio FN2 de Mus musculus (p33-AXL-mFN2): (SEQ ID NO: 135)
MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRD

GQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTV
AANTPFNLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQQ
PRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLOQAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHTPY
HIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENVSAMRNGSQVLVRWQEPRVPLOGTLLGYRLAYRGQDTPEVL
MDIGLTREVTLELRGDRPVANLTVSVTAYTSAGDGPWSLPVPLEPWRPGQGQPLHHLVSEPPPRAFSWPWWYVLL
GAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHK
VALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERESF
PAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVA
DFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGN
RLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEPPGAAGGADP
PTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

La union de 1 pg/mL de anticuerpo anti-AXL a las quimeras de AXL de ser humano-raton se determiné por citometria
de flujo, como se describe en el Ejemplo 2. IgG1-b12 se incluyé como IgG1 de control de isotipo.

Todos los anticuerpos anti-AXL mostraron union a AXL humana (Figura 2A), mientras que la union fue anulada o
fuertemente reducida cuando el ECD de la AXL humana fue reemplazado por su homologo murino (Figura 2B). Se
incluyd el anticuerpo monoclonal contra AXL de reaccion cruzada de ser humano-raton YW327.6S2 para confirmar
la expresion de hsAXL-mmECD.

Los anticuerpos anti-AXL 107 y 613 mostraron una union fuertemente reducida a hsAXL-mmig1 (Figura 2C),
indicando el reconocimiento de un epitopo en el dominio Ig1 de AXL. IgG1-AXL-148 e IgG1-AXL-171 mostraron una
union fuertemente reducida a hsAXL-mmlg2 (Figura 2D), indicando el reconocimiento de un epitopo en el dominio
Ig2 de AXL. IgG1-AXL-154, IgG1-AXL-183 e IgG1-AXL-733 mostraron una unién reducida a hsAXL-mmFN1 (Figura
2E), indicativa de un epitopo de union en el dominio FN1 de AXL. Finalmente, la unién de IgG1-AXL-726 se perdid
en hsAXL-mmFN2 (Figura 2F), indicando el reconocimiento de un epitopo dentro del dominio FN2.

La especificidad del dominio AXL para todos los anticuerpos anti-AXL se resume en la Tabla 6.

Tabla 6
Anticuerpo Especificidad de dominio AXL |aa de AXL implicados en la unién
IgG1-AXL-107 Ig1 L121-Q129
IgG1-AXL-148 Ig2 D170-R190
IgG1-AXL-154 Fn1 Q272-A287, G297-P301
IgG1-AXL-154-M103L n.d? n.d.

IgG1-AXL-171 Ig2 P170, T182-R190
IgG1-AXL-183 Fn1 No resuelto
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Anticuerpo Especificidad de dominio AXL |aa de AXL implicados en la unién
IgG1-AXL-183-N52Q n.d. n.d.
IgG1-AXL-613 Ig1 T112-Q124
IgG1-AXL-726 Fn2 A359, R386, Q436-K439
IgG1-AXL-726-M101L n.d. n.d.
IgG1-AXL-733 Fn1 No resuelto
IgG1-AXL-061 Ig1 197-Q124
IgG1-AXL-137 Ig1 Q57, E92-T105
YW327.6S2 Ig1 G39-D59

# n.d., no determinado

Mapeo epitopico de alta resolucion para identificar aminoacidos en el dominio extracelular de AXL implicado
en la unién de anticuerpos contra AXL

Para identificar los aminoacidos en el dominio extracelular de AXL implicados en la unién de los anticuerpos anti-
AXL, se gener6 una biblioteca de variantes de secuencia de AXL mediante la recombinaciéon de secuencias de AXL
derivadas de especies con niveles variables de homologia con la secuencia de AXL humana en el dominio
extracelular. Brevemente, un plasmido de expresion que codificaba AXL humana (Hs) se mezclé con plasmidos de
clonacidon que codificaban homologos de AXL de Mus musculus (Mm), Monodelphis domestica (Md; zarigiieya),
Anolis carolinensis (Ac; lagarto), y Tetraodon nigroviridis (Tn; pez globo) o viceversa. Se utilizé una combinacion de
dos cebadores especificos para el vector de clonacién o de expresion para realizar una PCR que amplificara el
dominio extracelular de AXL (ECD) con un tiempo de elongacién abreviado, forzando la fusion y la re-reasociacion
de hebras de replicacion de ADN nacientes durante el ciclo de PCR. El ECD completo se amplificé utilizando una
PCR anidada, nuevamente especifica para productos de recombinaciéon que contienen extremos que se originan a
partir de ambos vectores.

Los productos de la PCR de ECD de AXL resultantes se clonaron en un vector de expresion creando AXL completa,
y los plasmidos resultantes se secuenciaron, se clasificaron por la diferencia maxima con los vectores molde y se
seleccionaron para crear un conjunto minimo con un poder de diferenciacion maximo. Los plasmidos que
codificaban los homologos de AXL de Hs, Mm, Md, Ac y Tn, cuatro plasmidos quiméricos de ser humano/ratéon que
codificaban AXL de Hs con dominios Ig1, Ig2, Fn1 o Fn2 murinos, y los dieciséis plasmidos mas diferenciadores de
la biblioteca de recombinacién se transfectaron en células HEK293-F de acuerdo con las especificaciones
suministradas por el fabricante (Life technologies). Los datos de unién de FACS que utilizaba anticuerpos anti-AXL
de 1 yg/mL se desconvolucionaron mediante la puntuaciéon por aminoacido si la mutacion se correlacionaba (+1) o
no (-1) con la pérdida de union, después de lo cual se realizé una correccion del momento inicial y se realizé una
normalizaciéon a una escala de -5 a +5, dando como resultado una puntuaciéon de impacto por aminoacido sobre el
ECD completo.

Los datos de unidon desconvolucionados se resumen en la Tabla 6 como aminoacidos involucrados en la unién. Los
anticuerpos cuyo sitio de unién no se pudo mapear a alta resolucién debido a la falta de eventos de recombinacion
en la proximidad del sitio de unién, se indican como no resueltos.

Ejemplo 4 - Funciones efectoras mediadas por Fc

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC)

La capacidad de los anticuerpos anti-AXL para inducir ADCC de células de carcinoma epidermoide A431 se
determiné como se explica a continuacion. Como células efectoras, se utilizaron células mononucleares de sangre
periférica de voluntarios sanos (UMC Utrecht, Paises Bajos).

Marcaje de células diana

Se recogieron células A431 (5x10° células) en medio de cultivo (medio de cultivo RPMI 1640 con un suplemento de
suero de ternera fetal al 10% (FSC)), al que se habian afiadido 100 uCi de °'Cr (Cromio-51; Amersham Biosciences
Europe GmbH, Roosendaal, Paises Bajos), y la mezcla se incubd en un bafio de agua a 37°C durante 1 hora (h)
mientras se agitaba. Después del lavado de las células (dos veces en PBS, 1200 rpm, 5 min), las células se
resuspendieron en RPMI1640/FSC al 10% y se contaron por exclusidon con azul tripan. Las células se diluyeron a
una densidad de 1x10° células/mL.

Preparacion de células efectoras
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Las células mononucleares de sangre periférica (voluntarios sanos, UMC Utrecht, Utrecht, Paises Bajos) fueron
aisladas de 45 mL de sangre heparinazada recién extraida por Ficoll (Bio Whittaker; medio de separacion de
linfocitos, cat. 17-829E) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de la resuspension de las células
en RPMI1640/FSC al 10%, las células se contaron por exclusion con azul tripan y se diluyeron a una densidad de
1x10” células/mL.

Ajuste de ADCC

Se pipetearon 50 pl de células diana marcadas con cr’ en placas de 96 pocillos, y se anadieron 50 pl de
anticuerpo, diluidos en RPMI1640/FSC al 10% (diluciones 1:3 en el intervalo de concentraciones finales de 0,01-10
pg/mL). Las células se incubaron (temperatura ambiente (RT), 15 min), y se afiadieron 50 pl de células efectoras, lo
que dio como resultado una razéon de efector con respecto a diana de 100:1 (para la determinacion de la lisis
maxima, se anadieron 100 pl de Triton-X100 al 5% en lugar de células efectoras; para la determinacion de la lisis
espontanea, se utilizaron 50 yL de células diana y 100 yL de RPMI1640/FSC al 10%). Las células se incubaron
durante la noche a 37°C y con 5% de CO.. Después de centrifugar las células (1200 rpm, 10 min), se recogieron 70
ML de sobrenadante en tubos micrénicos y se contaron en un contador gamma. El porcentaje de lisis especifica se
calcul6 de la siguiente manera:

% de lisis especifica = (cpm de la muestra - cpm de las células dianas solo) / (cpm de lisis méxima - cpm de las células diana solo)
en donde cpm es recuento por minuto.

IgG1-AXL-183-N52Q e IgG1-AXL-733 indujeron una ADCC de 15 a 21% en células A431 a una concentracion de 10
pg/mL (Figura 3). IgG1-AXL-148, IgG1-AXL-726-M101L, IgG1-AXL-171, IgG1-AXL-613, IgG1-AXL-107 e IgG1-AXL-
154-M103L no indujeron una ADCC significativa en células A431 a concentraciones de hasta 10 ug/mL (Figura 3).

Ejemplo 5 - Caracteristicas de union de los productos conjugados de anticuerpo contra AXL-farmaco (AXL-
ADC)

Las células HEK293T se transfectaron transitoriamente con construcciones de expresién para AXL humana
completa (véase el Ejemplo 1). La unién de los anticuerpos anti-AXL y los ADC-AXL a estas células se evalud
mediante citometria de flujo. Las células HEK293 transfectadas de forma transitoria se incubaron con diluciones en
serie de anticuerpos anti-AXL o AXL-ADC (diluciones 4:1; intervalo de concentracion final de 0,003-10 pg/mL)
durante 30 minutos a 4°C. Después de lavar tres veces en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%, las células se
incubaron en 100 yL con anticuerpo secundario a 4°C durante 30 minutos en la oscuridad. Como anticuerpo
secundario, se utilizd anti-F(ab')2 de IgG humana de cabra conjugado con R-ficoeritrina (PE) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA; Num. cat. 109-116-098) diluido 1/100 en PBS/BSA al
0,1%/azida al 0,02%. A continuacion, las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%, se
resuspendieron en 120 uL PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02% y se analizaron en un FACS Cantoll (BD Biosciences).

Las curvas de unién se analizaron mediante regresion no lineal (dosis-respuesta sigmoidea con pendiente variable)
utilizando el soporte l6gico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.).

La Figura 4 muestra que la union de los anticuerpos anti-AXL a las células HEK293 que expresaban AXL-ECD
humano fue similar a la unién de los AXL-ADC.

Ejemplo 6 - Citotoxicidad in vitro inducida por productos conjugados de farmacos y anticuerpos especificos
para AXL

Las células LCLC-103H (cancer de pulmén humano de células grandes) se cultivaron en RPMI 1640 con L-
Glutamina (Cambrex; nium. de cat. BE12-115F) con un suplemento de Suero de Ternera Cosmic inactivado por calor
al 10% (vol/vol) (Perbio; nim. de cat. SH30087.03), L-glutamina 2 mM (Cambrex; nim. de cat. US17-905C), 50
Ul/mL de penicilina y estreptomicina 50 ug/mL (Cambrex; num. de cat. DE17-603E). Se cultivaron células MDA-MB-
231 (cancer de mama humano) en DMEM (Cambrex; nim. de cat. BE12-709F) con un suplemento de Suero de
Ternera Cosmic inactivado por calor al 10% (vol/vol) (Perbio; nim. de cat. SH30087.03), Piruvato de sodio 1 mM
(Cambrex; num. de cat. BE13-115E), L-glutamina 2 mM (Cambrex; num. de cat. US17-905C), MEM NEAA 100 uM
(Invitrogen; nim. de cat. 11140), 50 Ul/mL de penicilina, y 50 yg/mL de estreptomicina (Cambrex; nim. de cat.
DE17-603E). Las lineas celulares se mantuvieron a 37°C en una incubadora humidificada con CO2 al 5% (vol/vol).
Las células LCLC-103H y MDA-MB-231 se cultivaron hasta casi la confluencia, después de lo cual las células se
trataron con tripsina, se resuspendieron en medio de cultivo y se hicieron pasar a través de un filtro celular (BD
Falcon, nium. de cat. 352340) para obtener una suspension celular Unica. Se sembraron 1x10° células en cada
pocillo de una placa de cultivo de 96 pocillos, y las células se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente
y posteriormente durante 5 horas a 37°C, 5% de CO2 para permitir la adherencia a la placa.
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Se prepararon diluciones en serie (4 veces; concentraciones finales que variaban de 0,00015 a 10 yg/mL) de
productos conjugados de farmaco y anticuerpo contra AXL (AXL-ADC; véase el Ejemplo 1) en medio de cultivo y se
afadieron a las placas. La incubacion de las células con estaurosporina 1 yM (Num. S6942-200, Sigma) se utilizé
como referencia para el 100% de destruccion de las células tumorales. Las células no tratadas se utilizaron como
referencia para el 0% de destruccion de las células tumorales. Las placas se incubaron durante 5 dias a 37°C, 5%
de CO2. A continuacion, se ahadié el reactivo CellTiter-Glo (Promega; nim. de cat. G7571) a los pocillos (20 pl por
pocillo) y las placas se incubaron durante 1,5 horas a 37°C, 5% de CO2. Con posterioridad, se transfirieron 180 uL
por pocillo a placas Optiplate™ blancas de 96 pocillos (PerkinElmer, Waltham, MA; nim. de cat. 6005299), que se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se midié la luminiscencia en un lector multiplaca
EnVision (Envision, Perkin Elmer).

AXL-ADCs 1gG1-AXL-148-vcDuo3, IgG1-AXL-183-vcDuo3 e IgG1-AXL-726-vcDuo3 indujeron citotoxicidad en
células LCLC-103H, con valores de CI50 entre 0,01 y 0,06 pg/mL, como se muestra en la Figura 5A. De manera
similar, la Figura 5B muestra que estos AXL-ADC indujeron citotoxicidad de las células MDA-MB-231 con valores de
CI50 entre 0,005y 0,015 pg/mL.

Ejemplo 7 - Variantes de VH y VL de anticuerpos que permiten la union a AXL

Las secuencias de proteinas de las regiones VH y VL del panel de anticuerpos anti-AXL (descritas en el Ejemplo 1)
se alinearon y compararon para determinar la unién de AXL para identificar cambios de residuos de aminoacidos
criticos o permisivos en las regiones VH o VL. Por lo tanto, los anticuerpos con regiones VH o VL idénticas se
agruparon y se compararon para determinar la unién a AXL humana y las diferencias en las secuencias de VL o VH,
respectivamente. La unién a AXL humana expresada de forma transitoria por las células HEK-293F se evalué en el
ensayo de escrutinio especifico de antigeno homogéneo como se describe en el Ejemplo 1. La numeracion de las
posiciones de aminoacidos para los alineamientos realizados en el presente ejemplo se realizé basandose en las
secuencias presentadas en la Figura 6, es decir, el primer aminoacido en la secuencia mostrada estaba numerado
como posicion '1', el segundo como posicion '2', etc.

Primero, se agruparon los anticuerpos con secuencias de VL idénticas.

Se encontré que IgG1-AXL-148 e IgG1-AXL-140 tenian una secuencia de VL idéntica, y mostraban 1 diferencia de
aminoacidos en la regiéon CDR3 de HC (F por | en la posicion de aminoacidos 109; Figura 6A). Ambos anticuerpos
se unian a AXL humana (Tabla 7), lo que indica que el aminoacido en la posicién 109 no es esencial para la union
del anticuerpo, suponiendo que una mutacion identificada en la region CDR2 (G por A en la posicion del aminoacido
56) no compensa la pérdida de union (Figura 6A).

Se encontré que IgG1-AXL-726 e IgG1-AXL-187 tenian una secuencia de VL idéntica y ambos anticuerpos se unian
a AXL humana (Tabla 7). Se permitian dos cambios de residuos de aminoacidos en la region CDR3 de HC (R por S
en la posicion 97 y A por T en la posicion 105; Figura 6B) sin perder la union, suponiendo que las mutaciones
identificadas en la CDR1 (Y por H en la posiciéon 32) y/o en las regiones marco (P3Q, V24l, Y25D, T86A y T117A) no
compensan la pérdida de union (Figura 6B).

Se encontré que IgG1-AXL-171, 1IgG1-AXL-172 e IgG1-AXL-181 tenian una secuencia de VL idéntica y todos los
anticuerpos se unian a AXL humana (Tabla 7). Las regiones CDR3 de estos tres anticuerpos eran idénticas, pero se
permitia un cambio de residuo de aminoacido en la CDR1 de HC (S por N en la posicién 31) o la regiéon marco (H por
Q en la posicion 82) sin perder la union (Figura 6C).

Se encontrd que 1IgG1-AXL-613, 1IgG1-AXL-608-01, IgG1-AXL-610-01 e IgG1-AXL-620-06 tenian una secuencia de
VL idéntica, y mostraban una diferencia de aminoacidos en la region CDR3 de HC (N por D en la posicion de
aminoacido 101; Figura 6D). Todos los anticuerpos se unian a AXL humana (Tabla 7), lo que indica que el
aminoacido en la posicién 101 no es esencial, suponiendo que las mutaciones identificadas en la CDR2 de HC (V
por A en la posicidon 58) y/o en las regiones marco (N35S, M37V, A61V, L70l, S88A) no compensan la pérdida de
union (Figura 6D).

A continuacion, se agruparon los anticuerpos con secuencias de VH idénticas.

Se encontré que IgG1-AXL-613 e IgG1-AXL-613-08 tenian una secuencia de VH idéntica y mostraban cinco
diferencias de aminoacidos en la region CDR3 de LC (RSNWL por YGSSY en las posiciones 92 a 96; Figura 6E)
Ambos anticuerpos se unian a AXL humana (Tabla 7), lo que indica que la variacién del aminoacido en las
posiciones 92 a 96 esta permitida y no afecta la union del anticuerpo, suponiendo que las mutaciones identificadas
en la CDR1 (delecion de S en la posicion 30), CDR2 (G51D), y/o en las regiones marco (G9A, S54N, R78S, Q100G,
L104V) no compensan la pérdida de unién (Figura 6E).

Tabla 7
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Anticuerpo CE50 (ug/ml) | Uniéon maxima (unidades arbitrarias)
IgG1-AXL-140 0,0026 2889
IgG1-AXL-148 0,0036 3499
IgG1-AXL-171 0,003 2575
IgG1-AXL-172 0,0055 5378
IgG1-AXL-181 0,008 3598
IgG1-AXL-187 0,0065 2563
IgG1-AXL-608-01 |0,0035 3318
IgG1-AXL-610-01 |0,0023 2947
IgG1-AXL-613 0,0072 5211
IgG1-AXL-613-08 | 0,0242 2209
IgG1-AXL-620-06 | 0,0034 4352
IgG1-AXL-726 0,0471 3154

Ejemplo 8 - Citotoxicidad in vitro inducida por anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE
Conjugacion de MMAE con anticuerpos anti-AXL

Los anticuerpos anti-AXL se purificaron mediante cromatografia de proteina A de acuerdo con procedimientos
convencionales y se conjugaron con vcMMAE. El farmaco-conector veMMAE se alquilé en las cisteinas de los
anticuerpos reducidos de acuerdo con los procedimientos descritos en la bibliografia (véase [150], [151] y [152]). La
reaccion se sofocdé mediante la adicion de un exceso de N-acetilcisteina. Cualquier farmaco residual no conjugado
se elimind mediante purificacion y los productos conjugados de farmaco y anticuerpo anti-AXL finales se formularon
en PBS. Los productos conjugados de farmaco y anticuerpo anti-AXL se analizaron posteriormente para determinar
la concentracion (por absorbancia a 280 nm), la razén de farmaco con respecto a anticuerpo (DAR) mediante
cromatografia de fase inversa (RP-HPLC) y cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC), la cantidad de farmaco no
conjugado (por cromatografia de fase inversa), el porcentaje de agregacion (por cromatografia de exclusion por
tamafio, SEC-HPLC) y los niveles de endotoxina (por LAL). Los resultados se muestran a continuacién en Tabla 8.

Tabla 8 - Descripcion general de las diferentes caracteristicas de los productos conjugados de anticuerpo-

farmaco

ADC

IgG1- |IgG1- |IgG1- IgG1- | IgG1- IgG1- |[lgG1- |IgG1- IgG1- 1aG1-
Ensayo AXL- |AXL- |AXL- AXL- | AXL- AXL- |AXL- |AXL- AXL- bg12

107 148 154-M103L |171 183-N52Q |511 613 726-M101L 733
Concentracion 718 9,63 6,57 3,69 6,71 577 6,17 7,37 7,71 1,58
(mg/mL)
DAR por HIC |3,97 3,96 3,71 3,65 3,92 3,87 4,23 4,12 4,08 4,00
% de
anticuerpono 4,68 5,58 6,13 7,11 8,68 8,35 5,13 4,99 3,74 1,89
conjugado
% agregado
por SEC- 6,3 2,28 2,9 3,3 5,2 5,1 6,4 4,0 3,5 2,5
HPLC
Endotoxina 2.3 1.2 26 3,1 5,9 4,5 2,0 3,6 7,6 11,5
(UE/mg)

Cultivo de células
LCLC

Se cultivaron células -103H (cancer de pulmoén humano de células grandes) y células A431 (DMSZ, Braunschweig,
Alemania) en RPMI 1640 con L-Glutamina (Cambrex; num. de cat. BE12-115F) con un suplemento de Suero de
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Ternera Cosmic inactivado con calor al 10% (vol/vol) (Perbio; nim. de cat. SH30087.03), L-glutamina 2 mM
(Cambrex; num. de cat. US17-905C), 50 Ul/mL de penicilina y 50 yg/mL de estreptomicina (Cambrex; nim. de cat.
DE17-603E). Las células MDA-MB231 se cultivaron en DMEM con alto contenido de glucosa y HEPES (Lonza Num.
BE12-709F), Suero Donante Bovino con Hierro (Life Technologies Num. 10371-029), L-glutamina 2 mM (Lonza Num.
BE17-605E), Piruvato de sodio 1 mM (Lonza Num. BE13-115E) y Solucidon de Aminoacidos No Esenciales en MEM
(Life Technologies NUum. 11140). Las lineas celulares se mantuvieron a 37°C en una incubadora humidificada con
5% (vol/vol) de COa. Las células LCLC-103H, A431 y MDA-MB231 se cultivaron hasta casi la confluencia, después
de lo cual las células se trataron con tripsina, se resuspendieron en medio de cultivo y se hacen pasar a través de un
filtro celular (BD Falcon, nim. de cat. 352340) para obtener una suspension celular Unica. Se sembraron 1x10°
células en cada pocillo de una placa de cultivo de 96 pocillos, y las células se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente durante 5 horas a 37°C, 5% de CO- para permitir la adherencia a la placa.

Ensayo de citotoxicidad

Se prepararon diluciones en serie (concentraciones finales que variaban de 0,00015 a 10 yg/ml) de anticuerpos
contra AXL conjugados con MMAE en medio de cultivo y se afiadieron a las placas. La incubacion de las células con
estaurosporina 1 yM (Num. S6942-200, Sigma) se utiliz6 como referencia para un 100% de destruccién de células
tumorales. Las células no tratadas se utilizaron como referencia para un 100% de crecimiento celular. Las placas se
incubaron durante 5 dias a 37°C, 5% de CO.. A continuacion, se afadi6 el reactivo CellTiter-Glo (Promega; num. de
cat. G7571) a los pocillos (20 pL por pocillo) y las placas se incubaron durante 1,5 horas a 37°C, 5% de CO..
Posteriormente, se transfirieron 180 pL por pocillo a placas Optiplate™ blancas de 96 pocillos (PerkinElmer,
Waltham, MA; nim. de cat. 6005299), que se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se
midio la luminiscencia en un lector multiplaca EnVision (Envision, Perkin Elmer).

Los anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE indujeron un 50% de destruccion celular en células LCLC-103H
a concentraciones entre 0,004 y 0,219 pg/mL como se muestra en Tabla 9a y Figura 7.

De manera similar, los AXL-ADC indujeron eficazmente la citotoxicidad en células A431 (Tabla 9b) y Figura 15A) y
en células MDA-MB231 (Tabla 9b y Figura 15B).

Tabla 9a - Citotoxicidad de anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE en células LCLC-103H (valores de

CES50)
ADC CES50 (ug/mL)
IgG1-AXL-613-vcMMAE 0,004
IgG1-AXL-148-vcMMAE 0,012
IgG1-AXL-171-vcMMAE 0,018
IgG1-AXL-726-M101L-vcMMAE | 0,018
IgG1-AXL-107-vcMMAE 0,022
IgG1-AXL-511-vcMMAE 0,032

IgG1-AXL-154-M103L-vcMMAE | 0,044
IgG1-AXL-183-N52Q-vcMMAE 0,113
IgG1-AX-733-vcMMAE 0,219

Tabla 9b. Citotoxicidad de anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE en células A431 y MDA-MB-231
(valores CE50).

CE50 (ug/ml)

ADC A431 (n=3) MDA-MB231 (n=2)
Media d.t. Media d.t.
IgG1-AXL-107-vcMMAE 0,154 0,066 0,037 0,005
IgG1-AXL-148-vcMMAE 0,070 0,013 0,012 0,004
IgG1-AXL-154-M103L-vcMMAE 0,719 0,091 0,396 0,195
IgG1-AXL-171-vcMMAE 0,206 0,074 0,035 0,006
IgG1-AXL-183-N52Q-vcMMAE 1,157 0,160 0,139 0,028
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CE50 (ug/ml)

ADC A431 (n=3) MDA-MB231 (n =2)
Media d.t. Media d.t.
IgG1-AXL-511-vcMMAE 0,093 0,020 0,052 0,003
IgG1-AXL-613-vcMMAE 0,109 0,078 0,005 0,001
IgG1-AXL-726-M101L-vcMMAE 0,270 0,157 0,022 0,002
IgG1-AXL-733-vcMMAE 1,253 0,228 0,881 0,182

Ejemplo 9 - Tratamiento terapéutico de xenoinjertos tumorales LCLC-103H en ratones SCID con anticuerpos
anti-AXL conjugados con MMAE

La eficacia in vivo de los anticuerpos anti-AXL conjugados con MMAE se determlno en tumores de xenoinjerto
LCLC-103H subcutaneo (SC) establecidos en ratones SCID. Se inyectaron 5 x 10° células tumorales LCLC-103H
(carcinoma de pulmén de células grandes) (obtenidas de Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)) en 200 pL de PBS se inyectaron por via subcutanea en el flanco
derecho de ratones SCID hembra. Comenzando 14-21 dlas después de la inoculacion de las células tumorales,
cuando el tamafio promedio del tumor fue > 100-200 mm?® y se observé un crecimiento tumoral distinto, se administro
una inyeccion unica con 1 mg/kg (20 pg/raton) de anticuerpos IgG1-AXL-veMMAE (como se describe en el Ejemplo
complementario 1) o control (IgG1-b12 no conjugado) por via |ntraper|toneal (100 pL/ratén). El volumen tumoral se
determiné al menos dos veces por semana. Los volumenes tumorales (mm ) se calcularon a partir de las mediciones
del calibre (PLEXX) como: 0,52 x (largo) x (ancho)?.

El panel de anticuerpos anti-AXL-vcMMAE mostré un amplio intervalo de actividad antitumoral en tumores LCLC-
103H SC establecidos (Figura 8). Los clones IgG1-AXL-733-vcMMAE, 1gG1-AXL-107-vcMMAE e 1gG1-AXL-148-
vcMMAE indujeron regresion tumoral, los clones AXL-171-vcMMAE, IgG1-AXL-511-vcMMAE e 1gG1-AXL-613-
vcMMAE-613-vcMMAE e IgG1-AXL-613 inhibicién del crecimiento tumoral inducido, y los clones 1gG1-AXL-154-
M103L-veMMAE, IgG1-AXL-183-N52Q-vcMMAE e IgG1-AXL-726-M101L-vceMMAE mostraron una inhibicién nula o
solo leve del crecimiento tumoral.

El andlisis estadistico el ultimo dia en el que todos los grupos estaban intactos (dia 30) utilizando ANOVA de Una
Via (prueba de comparaciones multiples de Dunnett versus IgG1-b12 de control) indicé una diferencia altamente
significativa (p <0,0001) en el volumen tumoral entre IgG1-b12 versus IgG1- AXL-733-vcMMAE, 1gG1-AXL-107-
vcMMAE e IgG1-AXL-148-vcMMAE. EI tratamiento con estos clones condujo en algunos ratones dentro de estos
grupos a completar la reduccidon tumoral. El tratamiento con los clones IgG1-AXL-171-vcMMAE, 1gG1-AXL-511-
veMMAE e 1gG1-AXL-613-vcMMAE también mostré una inhibicién significativa del crecimiento tumoral en
comparacion con IgG1-b12, pero las diferencias fueron menos pronunciadas (p <0,05 a p <0,001). El crecimiento
tumoral de ratones tratados con los clones IgG1-AXL-154-M103L-vcMMAE, IgG1-AXL-183-N52Q-vcMMAE e 1gG1-
AXL-726-M101L-vcMMAE no se vio afectado significativamente en comparacion con el control IgG1-b12.

La actividad antitumoral de los anticuerpos anti-AXL-vcMMAE se observé en varios otros modelos tumorales in vivo.
En dos modelos de xenoinjerto derivados de lineas celulares (A431; adenocarcinoma epidermoide y MDA-MB-231;
cancer de mama), los anticuerpos anti-AXL-vcMMAE indujeron la inhibicion del crecimiento tumoral, y la regresion
tumoral fue inducida por anticuerpos anti-AXL-vcMMAE en dos modelos de xenoinjerto derivado de pacientes con
cancer de pancreas y cancer de cuello uterino.

Ejemplo 10 - Eficacia antitumoral de AXL-ADC en un modelo de xenoinjerto derivado de paciente de cancer
de pancreas (PDX) con expresion heterogénea de la diana

La actividad antitumoral de IgG1-AXL-107-veMMAE, IgG1-AXL-148-vcMMAE e 1gG1-AXL-733-vcMMAE se
determiné en el modelo PDX de cancer de pancreas PAXF1657 (experimentos realizados por Oncotest, Freiburg,
Alemania). El tejido tumoral del pancreas humano se implantoé por via subcutanea en el flanco izquierdo de ratones
NMRI nu/nu hembra de 5-7 semanas de edad. La aleatorizacion de los animales se reallzo de la siguiente manera:
se dlstrlbuyeron animales que portaban un tumor con un volumen entre 50 y 250 mm®, preferiblemente 80 - 200
mm?, en 7 grupos experimentales (8 animales por grupo), considerando una mediana y una media comparables del
volumen tumoral del grupo. El dia de la aleatorizacion (dia 0), se administraron los 3 ADC por via intravenosa (i.v.) a
4 mg/kg o 2 mg/kg, y el grupo de control recibié una dosis unica de IgG1-b12 (4 mg/kg). Los volimenes tumorales
(mm®) se verificaron dos veces por semana y se calcularon a partir de las mediciones del calibre (PLEXX) como:
0,52 x (largo) x (ancho)?.

La tincién de los tumores PAXF1657 se realizé con técnicas convencionales de inmunohistoquimica. Brevemente,
los tejidos congelados se fijaron con acetona durante 10 minutos y la peroxidasa enddgena se agoto6 utilizando
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hidrégeno peroxidasa. Posteriormente, las secciones de tejido se bloquearon con suero de raton normal y la tincién
se realizé por incubacion con 5 uyg/mL de una reserva de 5 anticuerpos IgG1-AXL (IgG1-AXL-061, 1gG1-AXL-137,
IgG1-AXL-148, 1IgG1-AXL-183, IgG1-AXL-726). Después de la incubacion con el anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa de rabano picante (HRP), se visualizé la HRP con amino-etil carbazol (AEC; dando como resultado
un color rojo). Cada portaobjetos se contratifid con hematoxilina (azul) para identificar los ndcleos y se cubrié con
una lamina en glicergel. Los cortes de tejido inmunotefido se digitalizaron en un microscopio manual Zeiss
(AxioSkop) con aumentos de 10x y 40x.

La Figura 9 muestra una expresion heterogénea de AXL en tumores PAXF1657. Mientras que se observa una fuerte
tincion de AXL en algunas células tumorales, otras células no muestran tincion de AXL. En la foto en blanco y negro,
la tincion AXL aparece en color gris oscuro. La tincion con hematoxilina (ntcleos) aparece como color gris claro.

Figura 10A muestra que el tratamiento de ratones con 2 mg/kg de IgG1-AXL-107-vcMMAE, 1gG1-AXL-148-vcMMAE
e IgG1-AXL-733-vcMMAE redujo significativamente el crecimiento de tumores PAXF1657 en comparacion con el
grupo de control. A una dosis de 4 mg/kg, IgG1-AXL-107-vcMMAE, IgG1-AXL-148-vcMMAE e 1gG1-AXL-733-
vcMMAE indujeron la regresion tumoral de los tumores PAXF1657. El dia 14 después del tratamiento, el tamafio
promedio del tumor en ratones que habian sido tratados con 2 mg/kg o 4 mg/kg de IgG1-AXL-107-MMAE, IgG1-AXL-
148-MMAE o IgG1-AXL-733-MMAE fue significativamente mas pequefio que en ratones que habian sido tratados
con IgG de control de isotipo (IgG1-b12) (p <0,001; prueba de comparacion multiple de Tukey).

El tratamiento de ratones con IgG1-AXL-148 no conjugado no produjo actividad antitumoral en el modelo PAXF1657
(Figura 10B). Sin embargo, IgG1-AXL-148-vcMMAE conjugado, indujo actividad antitumoral dependiente de la dosis
en este modelo (Figura 10B), ilustrando que la capacidad terapéutica de los AXL-ADC depende de la actividad
citotoxica de MMAE.

Por otra parte, el tratamiento de ratones con el ADC IgG1-b12-vcMMAE no dirigido no mostré actividad antitumoral
en el modelo PAXF1657 (Figura 10C), ilustrando que la capacidad terapéutica de los AXL-ADC también depende de
la unién especifica a la diana.

Ejemplo 11: Anticuerpos contra AXL que se unen al dominio Ig1

La especificidad del dominio AXL de los anticuerpos contra AXL IgG1-AXL-061, 1gG1-AXL-107, IgG1-AXL-137 e
IgG1-AXL-613 se determind utilizando un panel de mutantes para AXL quiméricos de ser humano-ratéon. Se incluy6
el anticuerpo monoclonal contra AXL de reaccion cruzada de ser humano-ratén YW327.6S2 para confirmar la
expresion de hsAXL-mmECD. Se incluyé IgG1-b12 como anticuerpo de control de isotipo. Se generaron cinco
moléculas AXL quiméricas diferentes y se expresaron en HEK293F como se describe en el Ejemplo 3. En resumen,
el dominio | de tipo Ig humano (Ig1), el dominio Il de tipo Ig (Ig2), el dominio | de tipo FNIIl humano (FN1) o el
dominio Il de tipo FNIIl humano (FN2) se reemplazaron por sus homélogos murinos. La unién de 1 ug/mL de
anticuerpo anti-AXL a las quimeras de AXL de ser humano-ratén se determind por citometria de flujo, como se
describe en el Ejemplo 2.

Todos los anticuerpos anti-AXL mostraron uniéon al AXL humana. (Figura 11A), mientras que la unién se anuld
cuando el ECD de AXL humana se reemplazé por su homoélogo murino (Figura 11B). Como se esperaba, el
anticuerpo monoclonal contra AXL de ser humano-ratéon con reaccion cruzada con YW327.6S2 mostré unién a
hsAXL-mmECD, confirmando la expresion adecuada de hsAXL-mmECD.

Los anticuerpos contra AXL IgG1-AXL-061, IgG1-AXL-107, IgG1-AXL-137 e IgG1-AXL-613 mostraron una union
fuertemente reducida a hsAXL-mmlg1 (Figura 11C), ilustrando el reconocimiento de un epitopo en el dominio Ig1 de
AXL. En linea con esto, la unién de 1IgG1-AXL-061, IgG1-AXL-107, IgG1-AXL-137 e IgG1-AXL-613 a hsAXL-mmlg2
(Figura 11D), hsAXL-mmFN1 (Figura 11E) o hsAXL-mmFN2 (Figura 11F) no resulté afectada. El anticuerpo
monoclonal contra AXL de ser humano-ratén con reaccion cruzada YW327.6S2 mostré union a todas las variantes
quiméricas de AXL, confirmando la expresién adecuada de estas proteinas.

Ejemplo 12 - Los anticuerpos contra AXL IgG1-AXL-107 e IgGI-AXL-613 se unen al dominio Ig1 pero no
compiten con la unién a Gas6

Se sometio a prueba si la union de los anticuerpos contra AXL 1IgG1-AXL-061, IgG1-AXL-107, IgG1-AXL-137 o IgG1-
AXL-613 interferia en la union del ligando de AXL Gas6 a AXL. Por lo tanto, se sometié a prueba la union de Gas6 a
células A431 que se habian incubado previamente con 10 yg/mL de anticuerpos contra AXL como se describe en el
Ejemplo 2. Se incluyeron como controles la incubacién previa con el anticuerpo contra AXL YW327.6S2, que se
habia descrito que competia con Gas6 por la union a AXL, IgG1-b12 (control de isotipo) o medio (control negativo).

Las curvas de unién se analizaron mediante regresion no lineal (dosis-respuesta sigmoidea con pendiente variable)
utilizando el soporte I6gico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.).
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La Figura 12 y la Tabla 11 muestran que la unién de Gas6 a las células A431 que se habian incubado previamente
con los anticuerpos 1IgG1-AXL-107 e IgG1-AXL-613 fue similar a la de los controles con IgG1-b12 y medio. Esto
ilustra que la unién de IgG1-AXL-107 e IgG1-AXL-613 a AXL no interfiere en la unién de Gas6, como se muestra en
el Ejemplo 2. La unién de Gas6 a las células A431 se redujo en gran medida en presencia de IgG1-AXL-061, IgG1-
AXL-137 y el anticuerpo de control AXL YW327.6S2 en comparacion con los controles con IgG1-b12 y medio.

En los experimentos en los que las células A431 se preincubaron con Gas6, los valores de unién maxima de IgG1-
AXL-107 e IgG1-AXL-613 fueron comparables con la unidon de anticuerpos en ausencia de Gas6 (la unién maxima
después de la preincubacion de Gas6 fue de 91-108 % de union sin preincubacion de Gas6) (Tabla 11). Los valores
de CEso para la union de IgG1-AXL-107 e IgG1-AXL-613 con o sin preincubacion con Gas6 estaban en el mismo
intervalo, o algo mas altos después de la preincubacion de Gas6 (Tabla 11), ilustrando que IgG1-AXL-107 e IgG1-
AXL-613 no compiten con la unién a Gas6.

De manera similar al anticuerpo de control YW327.6S2, la union de las células IgG1-AXL-061 e IgG1-AXL-137 a las
células A431 se redujo considerablemente en presencia de Gas6 en comparacion con la unién sin Gas6 (la uniéon
maxima después de la preincubacion con Gas6 fue de un 40-43% de la unién sin preincubacion de Gas6; Tabla 11).
Los valores de CEsg para IgG1-AXL-061 e IgG1-AXL-137 no se pudieron determinar adecuadamente después de la
incubacion previa con Gas6 (Tabla 11). Esto muestra que IgG1-AXL-061 e IgG1-AXL-137 compiten con Gas6 para
unirse a AXL.

Estos datos demuestran que los anticuerpos que se unen al dominio Ig1 de AXL tienen un efecto diferencial sobre la
union a Gas6.

Tabla 11
Anticuerpo que se une a células A431 Unién de Gasb a células A431
. CE50 en . o CES0 en Unién maxima en presencia de
) CE50 sin . Unién maxima en presencia de : o
Anticuerpo Gas6 presencia de presencia de Gas6 (% anticuerpos anticuerpos contra AXL (% de
Gasb e . unién en presencia de
(ng/mL) de unién en ausencia contra AXL . .
? (ng/mL) . . anticuerpo de control) media
media (d.t.) ? de Gas6) media (d.t.) | (pg/mL) media
media (d.t.) (d.t.) (d.t.)
G AL 0,45 (na) n.a. 43 (28) na. 22 (8)
lgG11 6A7\XL' 0,16 (0,17) | 0,94 (1,18) 91 (5) 0,78 (0,54) 96 (8)
G 0110100 na 40 (18) n.a. 36 (4)
981X 10,09(0,09) | 0,10 (0,10) 108 (22) 0,57 (0,36) 100 (11)
YW327.6S2 | 0,09 (0,09) | 1,90 (1,04) 41 (24) 5,53 (7,09) 17 (10)
b12 n.a? n.a. n.a. 0,40(0,11) 100

n.a., no aplicable
Valores de CE50 menos precisos debido a la baja union.

Ejemplo 13 - Eficacia antitumoral in vivo de AXL-ADC en modelos de xenoinjerto con y sin produccion
autocrina (endégena) de Gas6

Produccion de Gas6 de células tumorales A431y LCLC-103H

Se sometié a prueba si las células A431 y las células LCLC-103H producian Gas6. Por lo tanto, las células se
cultivaron en medio de cultivo completo durante 3 dias. Los niveles de Gas6 en el sobrenadante se determinaron
utilizando ELISA Quantikine Human Gas6 (R&D Systems, Minneapolis, MN) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Este ensayo utiliza la técnica cuantitativa ELISA sandwich. Previamente se ha aplicado como
recubrimiento un Ab monoclonal especifico para Gas6 humano sobre una microplaca. Los controles y las muestras
se pipetean en los pocillos y cualquier Gas6 humano presente se une el Ab inmovilizado. Después de eliminar
cualquier sustancia no unida, se afiade a los pocillos un Ab policlonal ligado a enzima especifico para Gas6 humano.
Después de un lavado para eliminar cualquier reactivo de enzima-Ab no unido, se afiade un sustrato a los pocillos y
se desarrolla el color en proporcion a la cantidad de Gas6 humano unido en la etapa inicial. El desarrollo del color se
detiene y se mide la intensidad del color.
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Se descubrié que el medio de cultivo celular acondicionado por células A431 contenia 2576 ng/mL de Gas6,
mientras que la concentracién de Gas6 en el medio acondicionado por células LCLC-103H era mas de 20 veces
menor. (Tabla 12).

Tabla 12 - Produccion de gas6 en medio acondicionado de células tumorales.
Linea celular |Gas6 en el sobrenadante (ng/mL)

LCLC-103H 126
A431 2576

Actividad antitumoral de AXL-ADC in vivo

Se determind la actividad antitumoral in vivo de 1IgG1-AXL-061-vcMMAE (ligante de 1gG1), IgG1-AXL-107-vcMMAE
(ligante de IgG1), IgG1-AXL-137-vcMMAE (ligante de IgG1), IgG1-AXL-148-vcMMAE (ligante de 1g2), IgG1-AXL-183-
vcMMAE (ligante de FN1) e IgG1-AXL-726-vcMMAE (ligante de FN2) en el modelo tumoral A431 (carcinoma
epidermoide), que produce altos niveles de Gas6 y el modelo tumoral LCLC-103H (carcinoma de pulmon de células
grandes), que produce bajos niveles de Gas6.

La induccion tumoral se realizé mediante inyeccién subcutanea de 5 x 10° células tumorales A431 o LCLC-103H
(ambas obtenidas de Leibniz-Institut - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ))
en 200 uL de PBS en el flanco derecho de ratones SCID hembra. El tratamiento se inicié 14-21 dias después de la
inoculacion de células tumorales, cuando el tamafio promedio del tumor era >100-200 mm? y se observé un claro
crecimiento tumoral. Los ratones recibieron una inyeccion uUnica o un total de 4 inyecciones intraperitoneales
quincenales con ADC IgG1-AXL-vcMMAE o anticuerpo de control (IgG1-b12 no conjugado), como se indica. El
volumen tumoral se determiné al menos dos veces por semana. Los volumenes tumorales (mm3) se calcularon a
partir de las mediciones del calibre (PLEXX) como: 0,52 x (largo) x (ancho)?.

La Figura 13A muestra que el tratamiento de ratones con IgG1-AXL-107-vcMMAE, 1gG1-AXL-148-vcMMAE e IgG1-
AXL-733-vcMMAE indujo la inhibicion del crecimiento de tumores A431.

La Figura 13B muestra que el tratamiento de ratones con IgG1-AXL-148-vcMMAE, 1gG1-AXL-183-vcMMAE (ligante
de FN1) e IgG1-AXL-726-vcMMAE (ligante de FN2) indujo la inhibicion del crecimiento de tumores A431. En
contraste, los clones 1gG1-AXL-061-vcMMAE e IgG1-AXL-137-vcMMAE no mostraron actividad antitumoral en el
modelo de xenoinjerto A431.

La Figura 14A muestra que el tratamiento de ratones con 3 mg/kg de 1IgG1-AXL-061-vcMMAE, IgG1-AXL-137-
vcMMAE, IgG1-AXL-148-vcMMAE, 1gG1-AXL-183-vcMMAE e 1gG1-AXL-726-vcMMAE indujo la regresion de los
tumores en el modelo de xenoinjerto LCLC-103H. Del mismo modo, el tratamiento de ratones con 1 mg/kg de 1IgG1-
AXL-107-vceMMAE o 1 mg/kg de IgG1-AXL-613-vcMMAE indujo la regresion de los tumores LCLC-103H (Figura
14B).

En resumen, todos los AXL-ADC mostraron actividad antitumoral en el modelo de xenoinjerto LCLC-103H que
produce bajos niveles de Gas6. En el modelo de xenoinjerto A431, que produce altos niveles de Gas6, la actividad
antitumoral solo se observo para aquellos AXL-ADC que no competian con el ligando de AXL Gasé.

Ejemplo 14 - Expresion de AXL en diferentes indicaciones tumorales

La expresion de AXL se evalué en micromatrices de tejido tumoral (TMA) incluido en parafina, fijado con formalina
(FFPE) recién cortado que comprenden nucleos de tejido de pacientes con cancer de tiroides, esofago, ovario,
pancreas, pulmoén, mama, cuello uterino o endometrio, o melanoma maligno. Las TMA se obtuvieron de US BioMax.

Los portaobjetos de matriz tumoral FFPE se desparafinaron y se sometieron a recuperacion de antigeno (pH 6) y la
peroxidasa endogena se agotd por incubacion con H202 al 0,1% en tampon citrato/fosfato. Para detectar la
expresion de AXL, las TMA se incubaron con anti-AXL de conejo (Santa Cruz, Num. de cat.: sc-20741) a una
concentracion de 1 pg/mL durante 60 minutos (temperatura ambiente (RT)). Para identificar las células (tumorales)
de origen epitelial, las TMA se incubaron con anti-citoqueratina de conejo (Abcam, NUum. de cat. Ab9377) a una
dilucion de 1:50 durante 60 min (RT). Después de una etapa de lavado, las TMA se incubaron con polimero de
dextrano anti- IgG de conejo conjugado con peroxidasa (ImmunoLogic, Num. de cat.: DPVR55HRP) para detectar la
union de los anticuerpos anti-AXL y anti-citoqueratina de conejo. Finalmente, la unién del polimero de dextrano anti-
IgG de conejo se visualizé con di-amino-benzadina (DAB; color marrén; DAKO, Num. de cat.: K346811). En la TMA
con nucleos de tejido de melanoma maligno, se visualizé la unién del polimero de dextrano anti- IgG de conejo con
amino-etil carbazol (AEC; color rojo; Vector, SK4200). Los nucleos en las TMA se visualizaron con hematoxilina
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(color azul).

Las TMA inmunotefidas para AXL y citoqueratina se digitalizaron con un escaner de diapositivas Aperio con un
aumento de 20x y la inmunotincién se cuantificé con un soporte légico de analisis de imagenes de tejido (soporte
l6gico Definiens Tissue Studio, version 3.6.1), utilizando un algoritmo basado en células. El algoritmo fue disefiado
para identificar y cuantificar el porcentaje de células positivas para AXL o citoqueratina en las biopsias (intervalo 0 -
100%) y para cuantificar la intensidad de tincion de AXL en células tumorales positivas para AXL (densidad optica
(DO); intervalo 0 - 3) en cada nucleo tumoral. Las células tumorales se puntuaron como AXL positivas, cuando la DO
de AXL fue al menos 0,1. El porcentaje de células tumorales positivas para AXL por nucleo tumoral (intervalo O -
100%) se calculo dividiendo el numero total de células positivas para AXL por el nimero total de células positivas
para citoqueratina en nucleos tumorales secuenciales. La intensidad de tincion (DO) de AXL promedio en cada
nucleo tumoral se calculé dividiendo la suma de DO de AXL de todas las células tumorales positivas para AXL por el
numero de células tumorales positivas para AXL.

La matriz tumoral de pacientes con melanoma maligno se puntué manualmente. La intensidad de tincion de AXL se
puntu6 como débil (1+), moderada (2+) o fuerte (3+) y el porcentaje de células de melanoma positivas para AXL se
puntué en intervalos de 10% (intervalo 0 - 100%).

La Figura 16 proporciona una representacion grafica de la expresion de AXL en nucleos tumorales de cancer de
tiroides, eséfago, ovario, mama, pulmon, pancreas, cuello uterino y endometrio. La Tabla 13 muestra el porcentaje
de nucleos tumorales que mostraron expresion de AXL en mas del 10% de las células tumorales, para cada
indicacion. La Figura 17 muestra un ejemplo representativo de un nucleo de tejido inmunotefido para AXL, para
cada indicacion. Las figuras ilustran la expresion heterogénea de AXL en el problema tumoral.

Tabla 13

Indicacién Subtipo % de nucleos tumorales (pacientes) con > 10% de células
tumoral tumorales positivas para AXL
Cancer de es6fago |Adenocarcinoma (n = 19) 73

Carcinoma de células 55

escamosas (n = 60)
Cancer de ovarios | Todos los subtipos (n = 52) 90
Cancer de Todos los subtipos (n = 58) 60
pancreas
Cancer de pulmoén |Carcinoma de células 63
(NSCLC) escamosas SSC (n = 52)

Adenocarcinoma (n = 48) 67
Cancer de pulmoén |SCLC (n =5) 60
(SCLC)
Cancer de tiroides | Todos los subtipos (n = 48) 92
Cancer de utero Todos los subtipos (n = 60) 88
Cancer de mama | TNBC (n = 54) 24
Cancer de cuello |Todos los subtipos (n = 54) 93
uterino
Melanoma Melanoma maligno (n = 67) 6

Abreviaturas utilizadas: NSCLC, cancer de pulmén de células no pequeias; SCLC, cancer de pulmén de células
pequefias; TNBC, cancer de seno triple negativo

Ejemplo 15 - Los anticuerpos contra AXL se unen especificamente a AXL, pero no a otros miembros de la
familia de receptores TAM.

Expresion de AXL, MER y TYRO3 humanas en células HEK-293F

Se generaron las siguientes construcciones con codones optimizados para la expresion de varias proteinas
completas: AXL humana (Homo sapiens) (numero de acceso de Genbank NP_068713.2), MER humana (ndmero de
acceso de Genbank EAW52096.1 y TYRO3 humana (nimero acceso de Genbank Q06418.1). Las construcciones
contenian sitios de restriccion adecuados para la clonacién y una secuencia 6ptima de Kozak (GCCGCCACC)
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[Kozak et al. (1999) Gene 234: 187-208]. Las construcciones se clonaron en el vector de expresion de mamifero
pcDNAS3.3 (Invitrogen).

Las células 293-F FreestyleTM (un subclon de HEK-293 adaptado al crecimiento en suspension y medio Freestyle
definido quimicamente, (HEK-293F)) se obtuvieron de Invitrogen y se transfectaron con los plasmidos de expresion
utilizando 293fectina (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se hicieron crecer durante 24-48
horas.

Estudio de unién de anticuerpos contra AXL a AXL humana, MER humana o TYRO3 humana

Las células HEK-293F transfectadas transitoriamente con construcciones de expresion para AXL, MER o TYRO3
humanas completas se evaluaron para determinar la unién de anticuerpos HuMab-AXL mediante citometria de flujo.
Las células HEK-293F transfectadas se incubaron con diluciones en serie de anticuerpos contra AXL (diluciones 1:4;
intervalo de concentracion final 0,002-10 pg/ml) durante 30 minutos a 4°C. Después de lavar tres veces en PBS/BSA
al 0,1%/azida al 0,02%, las células se incubaron con anti-F(ab')2 de IgG humana de cabra conjugado con R-
ficoeritrina (PE) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA; Num. de cat. 109-116-098) diluido
1/100 en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02% (volumen final 100 uL). A continuacién, las células se lavaron dos veces
en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%, se resuspendieron en 120 yL de PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02% y se
analizaron en un FACS Cantoll (BD Biosciences). Las tinciones con anti-Mer humana de ratén (R&D Systems, cat.
Mab8912) y anti-Tyro3 humana de ratén (Dtk) (R&D Systems, cat. MAB859) se incluyeron como controles para la
expresion, 1gG1-b12 se incluyd como un anticuerpo de control de isotipo sin unién. Las curvas de union se
analizaron mediante regresion no lineal (dosis-respuesta sigmoidea con pendiente variable) utilizando el soporte
l6gico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.).

La Figura 18A muestra que los anticuerpos Humab-AXL mostraron una unién dependiente de la dosis a las células
HEK293 que expresaban AXL humana. Por el contrario, no se observé unién de los anticuerpos HuMab-AXL a las
células que expresaban MER (Figura 18B) o TYRO3 (Figura 18C) o a células HEK293 no transfectadas (Figura
18D). La tincidon con anticuerpos especificos para MER y Tyro3 confirmé que las células transfectadas mostraban
una expresion adecuada de MER (Figura 18F) o TYRO3 (Figura 18G), respectivamente.

Ejemplo 16 - Internalizacion de anticuerpos contra AXL unidos a la superficie celular

Internalizacién de HuMab-AXL unido a la superficie celular evaluada por citometria de flujo

La internalizacion de los anticuerpos HuMab-AXL unidos a la superficie celular a las células MDA-MB-231 y Calu-1
(linea celular de carcinoma de pulmén humano; ATCC, ndmero de catalogo HTB-54) se evalué mediante citometria
de flujo. Se sembraron 50.000 células en placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos y se dej6 que se adhirieran
durante 6 horas a 37°C. Las placas se incubaron a 4°C durante 30 minutos antes de la incubacién con diluciones en
serie de anticuerpos contra AXL (intervalo de concentracion final 0,0032-10 pg/mL) a 4°C durante 1 hora.
Posteriormente, el medio se reemplazd por medio de cultivo de tejido sin anticuerpo y las células se incubaron
durante la noche (16-18 horas) a 37°C o 4°C. Con posterioridad, las células se desprendieron con 40 pL de solucion
de tripsina caliente, se lavaron con PBS enfriado con hielo/BSA al 0,1%/azida al 0,02%, y se incubaron durante 30
minutos a 4°C con anti-F(ab')2 de IgG humana de cabra conjugado con R-ficoeritrina (PE) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA; NUum. de cat. 109-116-098) diluido 1/100 en PBS/BSA al
0,1%/azida al 0,02% (volumen final 100 pL), para detectar anticuerpos contra AXL sobre la superficie celular.
Finalmente, las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02%, se resuspendieron en 120 uL
PBS/BSA al 0,1%/azida al 0,02% y se analizaron en FACS Cantoll (BD Biosciences).

Las curvas de unién se analizaron mediante regresion no lineal (dosis-respuesta sigmoidea con pendiente variable)
utilizando el soporte l6gico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.).

La Figura 19 muestra que, para todos los anticuerpos HuMab contra AXL y a todas las concentraciones sometidas a
prueba, se detectd mas anticuerpo sobre la membrana plasmatica de las células que se habian incubado a 4°C
después de la unién del anticuerpo, en comparacién con las células que se habian incubado a 37°C. Esto ilustra
que, a 37°C, los anticuerpos contra AXL se internalizan al unirse a la membrana plasmatica.

Ensayo de internalizacion Fab-TAMRA/QSY7 y degradacion intracelular

La internalizacion de los anticuerpos contra AXL se evalud en el ensayo de internalizacion Fab-TAMRA/QSY?7. Este
ensayo utiliza un par de fluoréforo (TAMRA) y de extintor (QSY7). Muy cerca, por ejemplo, tras la conjugacion con la
misma proteina, QSY7 sofoca la fluorescencia de TAMRA. En este ejemplo, se conjugaron los fragmentos anti-Fab
de IgG humana de cabra (Jackson Immunoresearch) con TAMRA/QSY7 (Fab-TAMRA/QSY7) como se ha descrito
(Ogawa et al. Mol Pharm 2009; 6 (2): 386-395), y los HuMab contra AXL (1,5 pg/ml) se preincubaron con Fab-
TAMRA/QSY7 (12 pg/mL; 30 min, 4°C). El complejo se afiadié posteriormente a células LCLC-103H y se incubd
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durante 24 h de incubacion en la oscuridad, en condiciones de agitacion (200 rpm, 37°C). La internalizacion del
complejo HuMab-Fab-TAMRA/QSY7 y la degradacién intracelular en los endosomas y lisosomas provoca la
disociacion de TAMRA/QSY7, lo que da como resultado la eliminacion de la extincion de TAMRA. La fluorescencia
de TAMRA de las células LCLC-103H que se habian incubado con anticuerpos contra AXL complejados con Fab-
TAMRA/QSY7 se midié en un FACS Canto-Il (BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 20, la intensidad de fluorescencia de las células LCLC-103H se potencio tras la
incubacion con el complejo anticuerpo contra AXL-Fab-TAMRA/QSY7, en comparacion con IgG1-b12-Fab-
TAMRA/QSY7 o Fab-TAMRA/QSY?7 solo. Esto ilustra que los anticuerpos contra AXL se internalizan al unirse a las
células LCLC-103H.

Ejemplo 17 - Eficacia antitumoral de los AXL-ADC en un modelo de xenoinjerto derivado de paciente con
cancer de esoéfago (PDX)

La actividad antitumoral de IgG1-AXL-107-vcMMAE se evalué en el modelo de PDX esofagico subcutaneo ES0195
en ratones carentes de sistema inmune BALB/c (experimentos realizados por Crown Bioscience. Provincia de
Taicang Jiangsu, China). Se utilizaron fragmentos de tumor de ratones donantes que portaban xenoinjertos de
esofago derivados de paciente (ES0195) para la inoculacién en ratones carentes de sistema inmunitario BALB/c. A
cada raton se le inoculd por via subcutanea en el flanco derecho un fragmento de tumor (2-3 mm de dlametro) y se
permiti6 que los tumores crecieran hasta que el volumen del tumor fuera de aproximadamente 150 mm?®. La
aleatorizacién de los animales se reallzo de la siguiente manera: los animales que portaban un tumor con un
volumen de aproximadamente 150 mm?® se distribuyeron en 5 grupos experimentales (8 animales por grupo),
considerando una mediana y una media comparables del volumen tumoral del grupo. Los grupos de tratamiento
fueron: IgG1-b12, IgG1-b12-vcMMAE, IgG1-AXL-107, IgG1-AXL-107-vcMMAE y paclitaxel. Se administraron dosis
de los anticuerpos y los ADC por via intravenosa (iv) a 4 mg/kg el dia de la aleatorizacion (dia 0) y el dia 7. Las dosis
de paclltaxel se administraron por via intraperitoneal (ip) a 20 mg/kg los dias 0, 7 y 14. Los volumenes tumorales
(mm ) se verificaron dos veces por semana y se calcularon a partir de las mediciones del calibre (PLEXX) como:
0,52 x (largo) x (ancho)2.

La Figura 21 muestra que el tratamiento de ratones con IgG1-AXL-107-vcMMAE indujo la regresion tumoral de los
tumores ES0195 en comparacién con los grupos de control con IgG1-b12 e IgG1-b12-MMAE (p <0,001 el dia 23,
prueba ANOVA de Una Via). El tratamiento de los ratones con el ADC IgG1-b12-vcMMAE no dirigido no mostré
actividad antitumoral en este modelo, lo que ilustra que la capacidad terapéutica de los AXL-ADC depende de la
unién especifica a la diana. Los ratones que fueron tratados con paclitaxel mostraron inhibiciéon del crecimiento
tumoral, pero esto fue menos eficaz en comparacién con el tratamiento con IgG1-AXL-107-vcMMAE (p <0,05 el dia
23, prueba ANOVA de Una Via).

Ejemplo 18 - Eficacia antitumoral de AXL-ADC en un modelo de xenoinjerto derivado de paciente (PDX) de
cancer de cuello uterino

Se evalud la actividad antitumoral de IgG1-AXL-183-vcMMAE e IgG1-AXL-726-vcMMAE en el modelo de xenoinjerto
de carcinoma de cuello uterino derivado de paciente CEXF 773 en ratones NMRI nu/nu (Harlan, Paises Bajos). Los
experimentos fueron realizados por Oncotest (Freiburg, Alemania).

Se obtuvieron fragmentos de tumores de xenoinjertos en pases en serie en ratones carentes de sistema inmunitario.
Después de la extraccion de los ratones donantes, los tumores se cortaron en fragmentos (4-5 mm de diametro) y se
colocaron en PBS (con 10% de penicilina/estreptomicina) hasta la implantacién subcutanea. Los ratones bajo
anestesia con isoflurano recibieron implantes tumorales subcutaneos unilaterales en el flanco. Los tumores se
dejaron crecer hasta que el volumen del tumor fue de 50-250 mm?®.

La aleatorizacion de los anlmales se realizd de la siguiente manera: los animales que portaban un tumor con un
volumen de 50-250 mm® se distribuyeron en 4 grupos experimentales (8 animales por grupo), considerando una
mediana y una media comparables del volumen tumoral del grupo. Los grupos de tratamiento fueron: IgG1-b12,
IgG1-b12-vceMMAE, 1gG1-AXL-183-vcMMAE e IgG1-AXL-726-vcMMAE. Se administraron dosis de los anticuerpos y
los ADC por via intravenosa (i.v.) a 4 mg/kg el dia de la aleatorizacion (dia 0) y el dia 7. Los voliumenes tumorales
(mm ) se verificaron dos veces por semana y se calcularon a partir de las mediciones del calibre (PLEXX) como:
0,52 x (largo) x (ancho)?.

La Figura 22 muestra que el tratamiento de los ratones con IgG1-AXL-183-vcMMAE o IgG1-AXL-726-vcMMAE
indujo la regresién tumoral de los tumores CEXF 773 en comparacion con los grupos de control con IgG1-b12 e
IgG1-b12-MMAE. El tratamiento de ratones con el ADC IgG1-b12-vcMMAE no dirigido no mostré actividad
antitumoral en este modelo, lo que ilustra que la capacidad terapéutica de los AXL-ADC depende de la union
especifica a la diana. El analisis estadlstlco del tamario del tumor el dia 28 (Kruskal-Wallis y Mantel-Cox utilizando
un corte del tamafio del tumor de 500 mm ) mostraron que el tamafo promedio del tumor en ratones tratados con
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IgG1-AXL-183-vcMMAE o IgG1-AXL-726-vcMMAE fue significativamente menor que en ratones que habian sido
tratados con IgG1-b12 e IgG1-b12-vcMMAE (p < 0,001). IgG1-AXL-183-vcMMAE e IgG1-AXL-726-vcMMAE fueron
igualmente eficaces.

Ejemplo 19 - Eficacia antitumoral de los AXL-ADC en un modelo de xenoinjerto de cancer de mama
ortotépico

0456] La actividad antitumoral de 1gG1-AXL-183-vcMMAE e IgG1-AXL-726-vcMMAE se evalué en un modelo de
xenoinjerto MDA-MB-231 D3H2LN ortotdpico.

Se implantaron células MDA-MB-231-luc D3H2LN Bioware (adenocarcinoma de glandula mamaria; Perkin Elmer,
Waltham, MA) en la almohadilla de grasa mamaria de ratones SCID hembra (C.B-17/IcrPrkdc-scid/CRL) de 6-11
semanas de edad (Charles-River) bajo anestesia con isoflurano. Se permitié que los tumores crecieran y los ratones
se aleatorizaron cuando los tumores alcanzaron un volumen de ~325 mm®. Por lo tanto, los ratones se distribuyeron
en 4 grupos experimentales (6-7 animales por grupo), considerando una mediana y una media comparables del
volumen tumoral del grupo. Los grupos de tratamiento fueron: 1gG1-b12, 19G1-b12-vcMMAE, 1gG1-AXL-183-
vcMMAE e IgG1-AXL-726-vcMMAE. Los animales recibieron un total de 4 dosis quincenales de 3 mg/kg de
anticuerpo o ADC a partir del dia de la aleatorizaciéon. Los volimenes tumorales (mm3) se verificaron dos veces por
semana y se calcularon a partir de las mediciones del calibre (PLEXX) como: 0,52 x (largo) x (ancho)?.

La Figura 23 muestra que el tratamiento de ratones con IgG1-AXL-183-vcMMAE o IgG1-AXL-726-vcMMAE indujo la
regresion tumoral de los tumores MDA-MB-231 en comparacion con los grupos de control 1IgG1-b12 e IgG1-b12-
MMAE. El tratamiento de los ratones con el ADC IgG1-b12-vcMMAE no dirigido no mostré actividad antitumoral en
este modelo, lo que demuestra que la capacidad terapéutica de los AXL-ADC depende de la unién especifica a la
diana. El analisis estadistico del tamafio del tumor el dia 32 (prueba Anova de Una Via), mostré6 que el tamafo
promedio del tumor en ratones que habian sido tratados con IgG1-AXL-183-vcMMAE o IgG1-AXL-726-vcMMAE fue
significativamente menor que en ratones que habian sido tratados con IgG1-b12 e IgG1-b12-vcMMAE (P <0,001).
No se observaron diferencias entre los grupos de tratamiento con IgG1-AXL-183-vcMMAE e 1gG1-AXL-726-
vcMMAE, lo que ilustra que estos indujeron una actividad antitumoral igualmente eficaz.

Ejemplo 20 - La citotoxicidad in vitro inducida por los productos conjugados de farmaco y anticuerpos
especificos de AXL depende de la expresion de la diana

La citotoxicidad in vitro de IgG1-AXL-107-vcMMAE se sometioé aprueba en lineas celulares tumorales humanas con
diferentes niveles de expresion de AXL.

Cultivo de células

Las células LS174T (linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano; ATCC, Num. de cat. CL-188) se cultivaron
en Medio Esencial Minimo (MEM) con Glutamax, Hepes y Rojo Fenol (Life Technologies, Num. de cat. 42360-024).
Los componentes son Suero Donante Bovino con Hierro al 10% de (DBSI) (Life Technologies, Nim. de cat. 10371-
029) y Piruvato de Sodio al 1% (100 mM; Lonza, Nim. de cat. BE13-115E) y 1% de penicilina/estreptomicina (Lonza,
NUm. de cat. DE17-603E).

Se cultivaron células NCI-H226 (carcinoma de células escamosas de pulmén humano; ATCC, Num. de cat. CRL-
5826), células NCI-H661 (cancer de pulmén de células grandes humano; ATCC, Num. de cat. HTB-183) y células
NCI-H1299 (cancer de pulmoén de células no pequefias humano; ATCC, Num. de cat. CRL-5803) en medio RPMI
1640 (Modificacion ATCC; Life Technologies, Num. de cat. A10491-01). Los componentes son Suero Donante
Bovino con Hierro al 10% (DBSI; Life Technologies, Nim. de cat. 10371-029) y 1% de penicilina/estreptomicina
(Lonza, Num. de cat. DE17-603E).

Se cultivaron células SKOV-3 (adenocarcinoma de ovario humano; ATCC, Num. de cat. HTB-77) en medio 5A de
McCoy con L-glutamina y HEPES (Lonza, Num. de cat. BE12-168F). Los componentes son Suero Donante Bovino
con Hierro al 10% (DBSI; Life Technologies, Num. de cat. 10371-029) y 1% de penicilina/estreptomicina (Lonza,
NUm. de cat. DE17-603E).

Se cultivaron células Calu-1 (carcinoma epidermoide de pulmén humano; ATCC, Num. de cat. HTB-54) en medio 5A
de McCoy con Catopeptona, sin HEPES (Life Technologies, Nim. de cat. 26600-023). Los componentes son Suero
Donante Bovino con Hierro al 10% (DBSI; Life Technologies, NUum. de cat. 10371-029) y L-glutamina al 1% (200 nM)
en solucion de NaCl al 0,85% (Lonza, Num. de cat. BE17-605F) y 1% de Penicilina/Estreptomicina (Lonza, Num. de
cat. DE17-603E). Las células Calu-1 son resistentes a la terapia dirigida a EGFR.

Se cultivaron células LCLC-103H (cancer de pulmoén de células grandes humano), células A431 (adenocarcinoma
epidermoide humano) y células MDA-MB-231 (cancer de mama humano) como se describe en el Ejemplo 8.
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Cuantificaciéon de la expresién de AXL sobre la membrana plasmatica de lineas celulares tumorales humanas

La expresién de AXL sobre la membrana plasmatica de lineas celulares tumorales humanas se evalué mediante
inmunofluorescencia indirecta utilizando QIFIKIT (DAKO, Num. de cat. KOO78) con anticuerpo monoclonal de ratén
Z49M (Santa Cruz, Biotechnology, Nim. de cat. sc-73719). Las células adherentes se trataron con tripsina y se
hicieron pasar a través de un filtro celular para obtener suspensiones de células individuales. Las células se
sedimentaron por centrifugacion durante 5 minutos a 1.200 rpm, se lavaron con PBS y se resuspendieron a una
concentracion de 1x10° células/mL. Las siguientes etapas se realizaron sobre hielo. Se sembraron 100 L de las
suspensiones de células individuales (100.000 células por pocillo) en placas de fondo redondo de poliestireno de 96
pocillos (Greiner Bio-One, Num. de cat. 650101). Las células se sedimentaron por centrifugacion durante 3 minutos a
300xg y se resuspendieron en 50 uL de muestra de anticuerpo o muestra de control de isotipo de IgG1 de raton
(BD/Pharmingen, NUum. de cat. 555746) a una concentracion de 10 ug/mL. Después de una incubacion de 30
minutos a 4°C, las células se sedimentaron y se volvieron a suspender en 150 pL de tampén FACS. Las esferas de
ajuste y calibracién se afiadieron a la placa de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células y las esferas
en paralelo se lavaron dos veces mas con 150 pL de tampdén FACS y se resuspendieron en 50 yL de anti-IgG de
ratén de cabra conjugado con FITC (1/50; DAKO, Num. de cat. KOO78). El anticuerpo secundario se incubé durante
30 minutos a 4°C en la oscuridad. Las células y las esferas se lavaron dos veces con 150 pL de tampon FACS y se
resuspendieron en 100 pL de tampdédn FACS. La inmunofluorescencia se midié en un FACS Canto Il (BD
Biosciences) registrando 10.000 eventos dentro de la ventana de células viables. La intensidad de fluorescencia
media de las esferas de calibracion se utilizd para calcular la curva de calibracion utilizando el soporte l6gico
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.). Para cada linea celular, se calcul6 la capacidad de
union del anticuerpo (ABC), una estimacion del ndmero de moléculas AXL expresadas sobre la membrana
plasmatica, utilizando la intensidad de fluorescencia media de las células tefiidas con anticuerpo contra AXL,
basandose en la ecuacion de la curva de calibracion (interpolacion de incégnitas de la curva patrén, utilizando el
Soporte Légico GraphPad).

Ensayo de citotoxicidad

Para las células LCLC-103H, A431, MDA-MB-231, NCI-H226, NCI-H661, NCI-H1299, LS174T y SKOV-3, el ensayo
de citotoxicidad in vitro se realiz6 como se describe en el Ejemplo 8. Para Calu-1, el ensayo de citotoxicidad se
realiz6 como se describe en el Ejemplo 8, con la adaptacion de que los cultivos celulares se incubaron durante 11
dias en lugar de 5. Las curvas dosis-respuesta se generaron utilizando el soporte l6gico Graphpad Prism, utilizando
el analisis de regresion no lineal. El porcentaje de células viables a una concentracion de IgG1-AXL-107-veMMAE de
1 yg/mL se interpol6 a partir de las curvas de dosis-respuesta.

Como se muestra en Figura 24, IgG1-AXL-107-vcMMAE indujo la citotoxicidad mas potente en lineas celulares con
una elevada expresion de AXL, mientras que la citotoxicidad fue baja o estuvo ausente en las lineas celulares con
baja expresion de AXL. La figura también ilustra que IgG1-AXL-107-vcMMAE es eficaz en la induccion de
citotoxicidad en células resistentes a la terapia dirigida a EGFR, tal como Calu-1.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo que se une a AXL, en donde

- el anticuerpo no compite por la uniéon de AXL con el ligando 6 Especifico de la Detencion del Crecimiento (Gas6) y
- el anticuerpo comprende al menos una regién de unién, que comprende una regiéon pesada variable (VH) y una
region de cadena ligera variable (VL) seleccionada del grupo que consiste en;

a) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO:
39, GAS y 40, respectivamente, [107];

b) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO:
96, GAS y 97, respectivamente, [613];

c) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 98, 99 y 100,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO:
101, DAS y 102, respectivamente, [613-08];

d) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente, y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO:
128, XAS, en donde X es D 0 G, y 129, respectivamente, [613/613-08]; y

€) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 93, 126 y 127,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO:
96, GAS y 97, respectivamente [613/608-01/610-01/620-06].

2. El anticuerpo segun la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo comprende una region de cadena pesada variable
(VH) y una region de cadena ligera variable (VL) que tiene a lo sumo 10 mutaciones o sustituciones, a lo sumo 5
mutaciones o sustituciones, tal como a lo sumo 4 mutaciones o sustituciones, a lo sumo 3 mutaciones o
sustituciones, a lo sumo 2 mutaciones o sustituciones, a lo sumo 1 mutacién o sustitucion, a lo largo de dicha region
VH y dicha region VL, seleccionandose la region VH y la regién VL del grupo que consiste en;

a) una region VH que comprende SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende SEQ ID NO: 2 [107];

b) una regién VH que comprende SEQ ID NO: 25 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 26 [613];

¢) una region VH que comprende SEQ ID NO: 21 y una regiéon VL que comprende SEQ ID NO: 22 [608-01];
d) una region VH que comprende SEQ ID NO: 23 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 24 [610-01];
e) una region VH que comprende SEQ ID NO: 27 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 28 [613-08]; y
f) una region VH que comprende SEQ ID NO: 29 y una regién VL que comprende SEQ ID NO: 30 [620-06].

3. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha al menos una region de
union comprende una region VH y una regioén VL seleccionadas del grupo que consiste en;

a) una region VH que comprende SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende SEQ ID NO: 2 [107];

b) una regién VH que comprende SEQ ID NO: 25 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 26 [613];

¢) una region VH que comprende SEQ ID NO: 21 y una regiéon VL que comprende SEQ ID NO: 22 [608-01];
d) una region VH que comprende SEQ ID NO: 23 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 24 [610-01];
e) una region VH que comprende SEQ ID NO: 27 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 28 [613-08]; y
f) una region VH que comprende SEQ ID NO: 29 y una regién VL que comprende SEQ ID NO: 30 [620-06].

4. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la al menos una regioén de union
comprende una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 39, GAS y
40, respectivamente [107].

5. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo comprende una
region de cadena pesada variable (VH) y una regién de cadena ligera variable (VL) que tiene a lo sumo 10
mutaciones o sustituciones, a lo sumo 5 mutaciones o sustituciones, tal como a lo sumo 4 mutaciones o
sustituciones, tal como a lo sumo 3 mutaciones o sustituciones, tal como a lo sumo 2 mutaciones o sustituciones, tal
como a lo sumo 1 mutacién o sustitucion, a lo largo de dicha region VH y dicha region VL, comprendiendo la region
VH SEQ ID NO: 1 y comprendiendo la regién VL SEQ ID NO: 2 [107].

6. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la al menos una regioén de union
comprende una region VH que comprende SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende SEQ ID NO: 2 [107].

7. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
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i) la union maxima del anticuerpo a AXL en presencia de Gas6 es al menos 90%, tal como al menos 95%, tal
como al menos 97%, tal como al menos 99%, tal como 100%, de la unién en ausencia de Gas6 como se
determina por el método descrito en el Ejemplo 2;

ii) la union maxima del anticuerpo a AXL en presencia de Gas6 es al menos 90%, tal como al menos 95%, tal
como al menos 97%, tal como al menos 99%, tal como 100%, de la unién en ausencia de Gas6 como se
determina mediante un ensayo de competicion, en donde la competicion entre dicho anticuerpo que se une a
AXL y dicho Gas6 se determina en células A431 preincubadas con Gas6 y sin Gas6;

iii) dicho anticuerpo tiene una afinidad de unién (Kp) en el intervalo de 0,3x10° a 63x10”° M a AXL humana, y
en donde dicha afinidad de union se mide utilizando una interferometria de Bio-layer utilizando un dominio
extracelular de AXL soluble; y/o

iv) dicho anticuerpo tiene una velocidad de disociacion de 9,7x‘|0'5 a 4,4x‘|0'3 s de AXL, y en donde la
velocidad de disociacion se mide por interferometria de Bio-layer utilizando el dominio extracelular de AXL
recombinante soluble.

8. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde AXL es AXL humana como se
especifica en SEQ ID NO: 130 y/o AXL de mono cinomolgo como se especifica en SEQ ID NO: 147.

9. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo se une a un
epitopo dentro del dominio de tipo Ig1 de AXL, dicho epitopo comprende o requiere uno o mas aminoacidos
correspondientes a las posiciones L121 a Q129 o0 T112 a Q124 de AXL humana.

10. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo comprende
una cadena pesada de un isotipo seleccionado del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4.

11. El anticuerpo segun la reivindicacion 10, en donde el isotipo es IgG1, opcionalmente el alotipo IgG1m (f).

12. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es un anticuerpo monoclonal completo,
tal como un anticuerpo IgG1,k monoclonal completo.

13. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo es un
anticuerpo con una funcion efectora deficiente, un anticuerpo IgG4 estabilizado o un anticuerpo monovalente.

14. El anticuerpo segun la reivindicaciéon 13, en donde dicha cadena pesada se ha modificado de modo que se ha
eliminado toda la region bisagra.

15. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo es un
anticuerpo de cadena sencilla.

16. Un anticuerpo biespecifico que comprende una primera regidon de unioén de un anticuerpo segun una cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, y una segunda regién de union que se une a una diana o epitopo diferente de
dicha primera regién de union.

17. El anticuerpo biespecifico segun la reivindicaciéon 16, en donde dicho anticuerpo biespecifico comprende una
primera y una segunda cadena pesada, cada una de dichas primera y segunda cadenas pesadas comprende al
menos una region bisagra, una region CH2 y CH3, en donde en dicha primera cadena pesada al menos uno de los
aminoacidos en las posiciones correspondientes a las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en K409,
T366, L368, K370, D399, F405 e Y407 en una cadena pesada de IgG1 humana ha sido sustituido, y en dicha
segunda cadena pesada al menos uno de los aminoacidos en las posiciones correspondientes a una posicion
seleccionada del grupo que consiste en F405, T366, L368, K370, D399, Y407 y K409 en una cadena pesada de
IgG1 humana ha sido sustituido, y en donde dichas sustituciones de dicha primera y dicha segunda cadenas
pesadas no estan en las mismas posiciones.

18. El anticuerpo biespecifico seguin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 17, en donde el aminoacido en la
posicion correspondiente a K409 en una cadena pesada de IgG1 humana es R en dicha primera cadena pesada, y
el aminoacido en la posicion correspondiente a F405 en una cadena pesada de IgG1 humana es L en dicha segunda
cadena pesada, o viceversa.

19. Un producto inmunoconjugado que comprende el anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15, o un anticuerpo biespecifico seguin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, y un radical terapéutico, tal
como un agente citotoxico, un farmaco quimioterapéutico, una citocina, un inmunosupresor, antibiético, o un
radiois6topo.

20. El producto inmunoconjugado segun la reivindicacion 19, en donde el radical terapéutico es un agente citotoxico.
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21. El producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 20, en donde dicho agente
citotoxico esta unido a dicho anticuerpo con un conector escindible, tal como 4-(2-piridilditio)-pentanoato de N-
succinimidilo (SSP), maleimidocaproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonilo (mc-vc-PAB) o AV-1 K-lock valina-
citrulina.

22. El producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 20, en donde dicho agente
citotoxico esta unido a dicho anticuerpo, o fragmento del mismo, con un conector no escindible, tal como 4(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (MCC) o maleimidocaproilo (MC).

23. El producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22, en donde dicho agente
citotoxico se selecciona del grupo: agentes dirigidos al ADN, p. €j. alquilantes y entrecruzadores de ADN, tales como
caliqueamicina, duocarmicina, raquelmicina  (CC-1065), pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiacepinas  (PBD) e
indolinobenzodiacepina (IGN); agentes dirigidos a los microtubulos, tales como duostatina, tal como duostatina-3,
auristatina, tal como monometilauristatina E (MMAE) y monometilauristatina F (MMAF), dolastatina, maitansina,
n(2')-desacetil-n(2')-(3-marcapto-1-oxopropil)-maitansina (DM1) y tubulisina; y analogos de nucledsidos; o analogos,
derivados o profarmacos de los mismos.

24. El producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23, en donde dicho producto
inmunoconjugado comprende una combinacion de;

i) dicho agente citotoxico y dicho conector escindible que tiene capacidad de destrucciéon por efecto de
vecindad;

i) dicho agente citotéxico y dicho conector escindible no tienen capacidad de destruccion por efecto de
vecindad;

iii) dicho agente citotdxico y dicho conector no escindible que tienen capacidad de destruccion por efecto de
vecindad; o

iv) dicho agente citotoxico y dicho conector no escindible no tienen capacidad de destruccion por efecto de
vecindad.

25. El producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21 y 23 a 24, en donde dicho
conector es mc-vc-PAB y el agente citotoxico es MMAE; o el conector es SSP y el agente citotoxico es DM1.

26. El producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 25, en donde dicho producto
inmunoconjugado comprende dicho conector mc-vc-PAB, dicho agente citotoxico es MMAE y dicho anticuerpo
comprende al menos una region de unidon que comprende una regiéon VH y una region VL seleccionadas del grupo
que consiste en;

a) una region VH que comprende SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende SEQ ID NO: 2 [107];

b) una regién VH que comprende SEQ ID NO: 25 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 26 [613];

¢) una region VH que comprende SEQ ID NO: 21 y una regiéon VL que comprende SEQ ID NO: 22 [608-01];
d) una region VH que comprende SEQ ID NO: 23 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 24 [610-01];
e) una region VH que comprende SEQ ID NO: 27 y una region VL que comprende SEQ ID NO: 28 [613-08]; y
f) una region VH que comprende SEQ ID NO: 29 y una regién VL que comprende SEQ ID NO: 30 [620-06].

27. El producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 219 y 21 a 22, en donde dicho
conector es MMC y el agente citotoxico es DM1; o el conector es MC y el agente citotoxico es MMAF.

28. El producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21 y 23 a 27, en donde el
agente citotdxico es monometil auristatina E (MMAE);

Lo . ( M{Q i
SR eane
P ~ .

MMAE se une al anticuerpo a través de un conector valina-citrulina (VC) en el nitrégeno (N) en el lado izquierdo de la
estructura de MMAE.

29. El producto inmunoconjugado segun la reivindicacion 28, en donde MMAE esta unida al anticuerpo a través de
un conector, que es valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonilo (mc-vc-PAB).

30. El producto inmunoconjugado segun la reivindicacion 29, en donde el agente citotdoxico monometil auristatina E
(MMAE) esta unido al anticuerpo a través de un conector valina-citrulina (VC) y un conector maleimidocaproilo (MC),
en donde la combinacion del agente citotdxico y los conectores tiene la estructura quimica
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en donde MADb es el anticuerpo.

31. Una composicion que comprende el anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, un
anticuerpo biespecifico segun una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, o un producto inmunoconjugado segun
una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 30.

32. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15, un anticuerpo biespecifico segun una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, o un producto inmunoconjugado
segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 30, y un portador farmacéuticamente aceptable.

33. Una construccion de acido nucleico que codifica un anticuerpo segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15.

34. Un vector de expresion que comprende una o mas construcciones de acido nucleico segun la reivindicacion 33.
35. Una célula anfitriona que comprende un vector segun la reivindicacion 34.

36. La célula anfitriona segun la reivindicacion 35, en donde dicha célula anfitriona es una célula anfitriona
recombinante, tal como una célula anfitriona procariética recombinante, eucariética recombinante o microbiana
recombinante.

37. La célula anfitriona segin una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 36, en donde la célula anfitriona produce
un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, o un anticuerpo biespecifico segun una
cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18.

38. Un hibridoma que produce un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

39. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, el anticuerpo biespecifico segun una
cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, o el producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las
reivindicaciones 19 a 30, para su uso como medicamento.

40. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, el anticuerpo biespecifico segun una
cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, o el producto inmunoconjugado segun una cualquiera de las
reivindicaciones 19 a 30, para su uso en el tratamiento del cancer.

41. Anticuerpo para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 39 a 40, en donde el cancer es un tumor
soélido que expresa AXL o un cancer hematoldgico que expresa AXL.

42. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 41, en donde el cancer hematoldgico se selecciona del grupo
que consiste en leucemia, tal como leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide, leucemia mieloide aguda (AML) y
leucemia mieloide crénica, linfoma tal como linfoma no Hodgkin y mieloma muiltiple.

43. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 41, en donde el tumor sélido que expresa AXL es cancer de
pulmén o carcinoma epidermoide.

44. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 41, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en
cancer colorrectal, tal como carcinoma colorrectal y adenocarcinoma colorrectal, cancer de vejiga, cancer de hueso
tal como condrosarcoma, cancer de mama tal como cancer de mama triple negativo, canceres del sistema nervioso
central tales como glioblastoma, astrocitoma, neuroblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de tejido conectivo,
cancer de endometrio, cancer de fibroblastos, cancer gastrico tal como carcinoma gastrico, cancer de cabeza y
cuello, cancer de rifién, cancer de higado tal como carcinoma hepatocelular, cancer de pulmén como NSCLC y
carcinoma de células escamosas de pulmon, cancer de musculo, cancer de tejido neural, cancer de ovario, cancer
pancreatico tal como carcinoma ductal pancreatico y adenocarcinoma pancreatico, cancer de piel tal como
melanoma maligno y sarcoma de tejidos blandos.
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45. Un método para producir un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, comprendiendo dicho
método las etapas de

a) cultivar una célula anfitriona segun una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37 o un hibridoma segun la
reivindicacion 38, y
b) purificar el anticuerpo de los medios de cultivo.

46. Una composicion de diagndstico que comprende un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15 o un anticuerpo biespecifico segun una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18.

47. Un método para detectar la presencia de anticuerpo contra AXL, o una célula que expresa AXL, en una muestra
que comprende las etapas de;

a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, un
anticuerpo biespecifico segun una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, o un producto
inmunoconjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 30, en condiciones que permitan la
formacién de un complejo entre el anticuerpo, el anticuerpo biespecifico o el producto inmunoconjugado y
AXL;y

b) analizar si se ha formado un complejo.

48. Un kit para detectar la presencia del antigeno AXL, o una célula que expresa AXL, en una muestra que
comprende

i) un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, un anticuerpo biespecifico segun una
cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, o un producto inmunoconjugado segin una cualquiera de las
reivindicaciones 19 a 30; y

ii) instrucciones de uso de dicho kit.

49. Un anticuerpo antiidiotipico que se une a un anticuerpo anti-AXL de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15.
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Figura 2
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Figura 3
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A

Tamaiio del tumor (mm’)

Tamaiio del tumor (mm’)

2000+

1500+

10004

500+

2000+
1500+
1000+

500

ES 2774 428 T3

7 14 21 28 35
Dias después del tratamiento

42

7 14 21 28
Dias después del tratamiento

97

IgG1-AXL-107-veMMAE 2mg/kg
IgG1-AXL-148-vcMMAE 2mg/kg
lgG1-AXL-733-vcMMAE 2mg/kg

IgG1-AXL-107-vcMMAE 4mg/kg
IgG1-AXL-148-vcMMAE 4mg/kg
IgG1-AXL-733-vcMMAE 4mg/kg

IgG1-b12

<% ¢4 om0

Tratamiento

= |gG1-AXL-148-veMMAE 2mg/kg
-o- |gG1-AXL-148-veMMAE 4mg/kg
= 19G1-AXL-148-veMMAE 8mg/kg
-O- IgG1-AXL-148 8mg/kg

-~ PBS

J  Tratamiento



ES 2774 428 T3

Figura 10
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 17
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MFI (media geométrica)

Figura 18
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Figura 18 (continuacion)

E
= 150000
(3]
5 -0~ HEK293F-AXL - anti-Tyro3
) -
% HEK293F-AXL - anti-Mer
§ 100000+
o -0~ Hek293F anti-Tyro3
T 50000 41- Hek293F anti-Mer
£
s
= 0-
0001 001 041 1 10 100
Ab (ng/mL)
F
= 150000+
'§ -8~ HEK293F-Tyro3 - anti-Tyro3
o )
g 100000 & HEK293F-Tyro3 - anti-Mer
(]
:; ‘ -O- Hek293F anti-Tyro3
S 50000+ - Hek293F anti-Mer
E
s
= 0-
0.001 001 0.1 1 10 100
Ab (pg/mL)
G
1500001
T -~ HEK293F-Mer - anti-Tyro3
£ 100000- & HEK293F-Mer - anti-Mer
£
ga, -O- Hek293F anti-Tyro3
® 500004 41- Hek293F anti-Mer
?
E
T 0-
= T T T 1

0.001 001 0.1 1 10 100
Ab (ug/mL)

106



ES 2774 428 T3

Figura 19
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Figura 19 (continuacion)
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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