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ES 2701051 T3

DESCRIPCION
Conjugados de anticuerpo—farmaco
CAMPO DE LA INVENCION

La presente divulgacién esta dirigida a anticuerpos anti—cKIT, fragmentos de anticuerpo, conjugados anticuerpo—farmaco,
y sus usos para el tratamiento del cancer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La cKIT es una tirosina quinasa receptora sencilla de transmembrana que se une al ligando factor de células madre (SCF).
El SCF induce la homodimerizacion de cKIT que activa su actividad de tirosina quinasa y sefializa a través de las rutas
PI3—AKT y MAPK (Kindblom et al., Am J. Path. 1998, 152(5):1259). La cKIT fue descubierta inicialmente como un oncogén
como una forma truncada expresada por un retrovirus felino (Besmer et al., J Virol. 1986; 60(1): 194—-203). La clonacion
del gen humano correspondiente mostré que cKIT es un miembro de la clase de tirosina quinasas receptoras de tipo llI,
que incluye entre los miembros de la familia a FLT3, receptor de CSF—1 y receptor de PDGF.

Los ratones que son mutantes para cKIT han mostrado que cKIT es requerido para el desarrollo de células
hematopoyéticas, células germinales, mastocitos y melanocitos. En el humano, la pérdida de la funcién de cKIT puede
resultar en sordera y despigmentacion de la piel y el cabello. Varias mutaciones de ganancia de funcién para cKIT se han
descrito en varios canceres. Estos canceres incluyen tumores estromales gastrointestinales (GIST), leucemia mieloide
aguda (AML), cancer de pulmén de célula pequefia (SCLC), leucemia de mastocitos (MCL) y cancer pancreatico (Hirota
et al., Science. 1998 (279):577; Esposito et al., Lab. Invets. 2002 82(11):1481).

Debido a estas indicaciones preliminares de que cKIT era un oncogén, se generé un anticuerpo que identificé a cKIT como
un marcador de AML (Gadd et al., Leuk. Res., 1985 (9):1329). Este anticuerpo monoclonal murino, conocido como
YB5.B8, fue generado usando blastocitos leucémicos de un paciente humano, y se enlazé a cKIT, que fue expresado
abundantemente sobre la superficie de las células de AML, pero no detecté cKIT en células normales de la sangre o
médula 6sea (Gadd et al., supra). Se gener6 un segundo anticuerpo de cKIT (SR-1) que bloqueé la uniéon de SCF a cKIT
y por lo tanto bloqued la sefnalizaciéon de cKIT (Broudy et al., Blood, 1992 79(2):338). El efecto bioldgico del anticuerpo
SR-1 fue inhibir el crecimiento de BFU-E y CFU-GM, y basandose en esta evidencia se sugirié usarlo para estudios
ulteriores sobre hematopoyesis o crecimiento de célula de tumor (Broudy et al., supra).

En estudios de cancer ulteriores, los investigadores encontraron que el tratamiento con imatinib, un inhibidor de molécula
pequefia de cKIT, reduciria significativamente la proliferacion de lineas celulares de GIST. Sin embargo, las células
tratadas con imatinib se hacen resistentes con el tiempo debido a mutaciones secundarias en cKIT (Edris et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. USA, edicién inicial en linea 2013). Sin embargo, si las células de GIST fueron tratadas con el anticuerpo SR—
1 como terapia secundaria, hubo una disminucién significativa de la proliferacion celular, y una disminucion en la expresién
de cKIT sobre la superficie celular (Edris et al., supra). De esta manera, un anticuerpo SR—1 desnudo fue eficaz para
manejar el problema de la resistencia al imatinib en lineas GIST humanas, sugiriendo que puede ser de utilidad una
combinacion imatinib/anticuerpo anti—cKIT.

Conjugados anticuerpo—farmaco

Se han utilizado conjugados de anticuerpo—farmaco (“ADC”) para el suministro local de agentes citotoxicos en el
tratamiento del cancer (véase, por ejemplo, Lambert, Curr. Opinion In Pharmacology 5:543-549, 2005). Los ADC permiten
un suministro dirigido de la porciéon de farmaco en donde se puede lograr una eficacia maxima con minima toxicidad.
Como mas ADC muestran resultados clinicos prometedores, existe una mayor necesidad de desarrollar agentes
terapéuticos novedosos para la terapia del cancer.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente divulgacién esta dirigida a un conjugado anticuerpo—farmaco de la féormula Ab—(L—(D)m)n 0 una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que
se une especificamente a un epitopo de cKIT humano; L es un enlazador; D es una porcion de farmaco; m es un entero
de1a8;ynesunenterode 1ai0.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho n es 3 6 4.
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El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une
especificamente al dominio extracelular de cKIT (SEQ ID NO: 160).

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une especificamente a
un epitopo de cKIT de humano en los dominios 1-3 (SEQ ID NO: 155).

El conjugado anticuerpo—farmaco en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une
especificamente a cKIT de humano en SEQ ID NO: 161 y SEQ ID NO: 162.

El conjugado anticuerpo—farmaco en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une
especificamente a cKIT de humano en SEQ ID NO: 163 y SEQ ID NO: 164.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende: (i)
una region variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 (CDR-Region Determinante de
Complementariedad) de SEQ ID NO: 76, (b) una HCDR2 de SEQ ID NO: 77, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 78; y una
regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de SEQ ID NO: 85, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 86,
y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 87;

(i) una regién variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, (b) una HCDR2 de SEQ ID
NO: 23, (¢) una HCDR3 de SEQ ID NO: 24; y una regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 31, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 32, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 33;

(iii) una regién variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 130, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 131, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 132; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1
de SEQ ID NO: 139, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 140, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 141;

(iv) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 58, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 59, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 60; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 67, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 68, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 69;

(v) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 41, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 42; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 49, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 50, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 51;

(vi) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 94, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 95, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 96; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 103, (d) una LCDR2 de SEQ ID NO: 104, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 105;

(vii) una regién variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 112, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 113, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 114; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1
de SEQ ID NO: 121, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 122, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 123; 0

(viii) una regién variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 3, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 4, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 5; y una regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 12, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 13, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 14.

El conjugado anticuerpo—farmaco en el que por lo menos un amino&cido dentro de una CDR es sustituido con un residuo
correspondiente de una CDR correspondiente de otro anticuerpo anti—cKIT de la tabla 1.

El conjugado anticuerpo—farmaco en el que uno o dos aminoacidos dentro de una CDR han sido modificados, suprimidos
o sustituidos.

El conjugado anticuerpo—farmaco que retiene por lo menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad sobre
la region variable ligera o la variable pesada.

El conjugado anticuerpo—farmaco en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano modificado por ingenieria, un anticuerpo humano, un anticuerpo de cadena
simple (scFv) o un fragmento de anticuerpo.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho enlazador (L) se selecciona del grupo que consiste en un enlazador
3
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escindible, un enlazador no escindible, un enlazador hidréfilo, un enlazador procargado y un enlazador a base de acido
dicarboxilico.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde el enlazador se deriva de un reactivo de entrelazamiento seleccionado del
grupo que consiste en N-—succinimidi-3—(2—piridilditio)propionato (SPDP), N—succinimidil-4—(2—piridilditio)pentanoato
(SPP), N-succinimidil-4—(2—piridilditio)butanoato (SPDB), N-succinimidil—4—(2—piridilditio)2—sulfo—butanoato (sulfo—
SPDB), N-succinimidil-yodoacetato (SIA), N—succinimidil(4—yodoacetil)laminobenzoato (SIAB), maleimida—PEG—NHS,
N-succinimidil-4—(maleimidometilo)ciclohexancarboxilato (SMCC), N—sulfosuccinimidil-4—
(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (sulfo-SMCC), o 2,5—dioxopirrolidin—1—il-17—(2,5—dioxo—2,5—dihidro—1H—pirrol—1—
i)-5,8,11,14-tetraoxo—4,7,10,13—-tetraazaheptadecan—1-oato (CX1-1).

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho enlazador se deriva del reactivo de entrelazamiento N—succinimidil—4—
(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (SMCC).

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicha porciéon de farmaco (D) se selecciona del grupo que consiste en un
inhibidor de V-ATPasa, un agente pro—apoptético, un inhibidor de Bcl2, un inhibidor de MCL1, un inhibidor de HSP90, un
inhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un estabilizador de microtibulos, un desestabilizador de microtibulos, una
auristatina, una dolastatina, un maitansinoide, una MetAP (metionina aminopeptidasa), un inhibidor de la exportacion
nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de DPPIV, inhibidores de proteasoma, inhibidores de reacciones de transferencia
de fosforilo en la mitocondria, un inhibidor de la sintesis de proteina, un inhibidor de quinasa, un inhibidor de CDK2, un
inhibidor de CDK®9, un inhibidor de kinesina, un inhibidor de HDAC, un agente perjudicial para el ADN, un agente alquilante
de ADN, un intercalador de ADN, un enlazador de la ranura menor de ADN y un inhibidor de DHFR.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde la porcion de farmaco es un maitansinoide.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde el maitansinoide es N(2')—desacetil-N(2')—(3—mercapto—1—oxopropil)—
maitansina (DM1) o N(2')—desacetil-N2—(4—mercapto—4—metil-1—-oxopentil}-maitansina (DM4).

El conjugado anticuerpo—farmaco en combinacién con otro agente terapéutico.
El conjugado anticuerpo—farmaco en combinacién con un agente terapéutico indicado en la tabla 16.
Un conjugado anticuerpo—farmaco de la formula:

\
)J\/\ i Q
S :N\/<:>)LNH——Ab
0

/

OMe

- n

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; en donde; Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo que se une especificamente a cKIT de humano, y por lo menos n nimero de aminas primarias; y n es un entero
de1a10.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une especificamente a
4
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un epitopo de cKIT de humano en los dominios 1-3 (SEQ ID NO: 155).

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une
especificamente a cKIT de humano en SEQ ID NO: 161 y SEQ ID NO: 162.

El conjugado anticuerpo—farmaco en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une
especificamente a cKIT de humano en SEQ ID NO: 163 y SEQ ID NO: 164.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende: (i) una region variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 (CDR-Regién Determinante de
Complementariedad) de SEQ ID NO: 76, (b) una HCDR2 de SEQ ID NO: 77, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 78; y una
regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de SEQ ID NO: 85, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 86,
y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 87;

(i) una regién variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, (b) una HCDR2 de SEQ ID
NO: 23, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 24; y una regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 31, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 32, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 33;

(iii) una regién variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 130, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 131, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 132; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1
de SEQ ID NO: 139, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 140, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 141;

(iv) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 58, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 59, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 60; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 67, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 68, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 69;

(v) una region variable de cadena pesada que comprende: (a2) una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 41, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 42; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 49, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 50, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 51;

(vi) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 94, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 95, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 96; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 103, (d) una LCDR2 de SEQ ID NO: 104, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 105;

(vii) una regién variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 112, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 113, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 114; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1
de SEQ ID NO: 121, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 122, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 123; 0

(viii) una regién variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 3, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 4, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 5; y una regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 12, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 13, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 14.

El conjugado anticuerpo—farmaco en el que por lo menos un amino&cido dentro de una CDR es sustituido con un residuo
correspondiente de una CDR correspondiente de otro anticuerpo anti—cKIT de la tabla 1.

El conjugado anticuerpo—farmaco en el que uno o dos aminoacidos dentro de una CDR han sido modificados, suprimidos
o sustituidos.

El conjugado anticuerpo—farmaco que retiene por lo menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad sobre
la regién variable ligera o variable pesada.

El conjugado anticuerpo—farmaco en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano modificado por ingenieria, un anticuerpo humano, un anticuerpo de cadena
simple (scFv) o un fragmento de anticuerpo.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho n es un entero de 2 a 8.

El conjugado anticuerpo—farmaco, en donde dicho n es un entero de 3 a 4.

El conjugado anticuerpo—farmaco en combinacién con otro agente terapéutico.
5
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El conjugado anticuerpo—farmaco en combinacién con un agente terapéutico indicado en la tabla 16.

Una composiciéon farmacéutica que comprende el conjugado anticuerpo—farmaco y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La composicion farmacéutica, en donde dicha composicién se prepara como un liofilizado.

La composicién farmacéutica, en donde dicho liofilizado comprende el conjugado anticuerpo—farmaco, succinato de sodio
y polisorbato 20.

Un método de tratamiento de un cancer cKIT positivo en un paciente en necesidad del mismo, que comprende
administrarle a dicho paciente el conjugado anticuerpo—farmaco o la composicion farmacéutica.

El método de tratamiento en donde dicho cancer se selecciona del grupo que consiste en tumores estromales
gastrointestinales (GIST), cancer de pulmén de célula pequefia (SCLC), leucemia mieloide aguda (AML), melanoma,
leucemia de mastocitos (MCL), mastocitosis, neurofibromatosis, cancer de mama, cancer de pulmén de célula no pequefa
(NSCLC) y cancer pancreatico.

El método en donde el conjugado anticuerpo—farmaco o la composicion farmacéutica es administrada en combinacién
con otro agente terapéutico.

El método en donde el conjugado anticuerpo—farmaco o la composicion farmacéutica es administrada en combinacién
con un agente terapéutico indicado en la tabla 16.

El conjugado anticuerpo—farmaco para usarse como un medicamento.

El conjugado anticuerpo—farmaco, o la composicion farmacéutica para usarse en el tratamiento de un cancer cKIT positivo.
El conjugado anticuerpo—farmaco administrado en combinacion con otro agente terapéutico.

El conjugado anticuerpo—farmaco administrado en combinacion con un agente terapéutico indicado en la tabla 16.

Un acido nucleico que codifica el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno.

Un vector que comprende el acido nucleico.

Una célula hospedera que comprende el vector.

Un proceso para producir un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que comprende cultivar la célula hospedera y
recuperar el anticuerpo del cultivo.

Un proceso para producir un conjugado de anticuerpo anti—cKIT-farmaco, el proceso comprendiendo: (a) enlazar
quimicamente SMCC a una porciéon de farmaco DM-1; (b) conjugar dicho enlazador—farmaco con el anticuerpo
recuperado del cultivo celular; y (c) purificar el conjugado anticuerpo—farmaco.

El conjugado anticuerpo—farmaco que tiene una proporciéon de maitansinoide a anticuerpo (MAR) promedio, medida con
un espectrofotémetro UV, de aproximadamente3,5.

Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que comprende:

(i) una regién variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 (CDR-Regi6on Determinante de
Complementariedad) de SEQ ID NO: 76, (b) una HCDR2 de SEQ ID NO: 77, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 78; y una
region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de SEQ ID NO: 85, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 86,
y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 87;

(i) una regién variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, (b) una HCDR2 de SEQ ID
NO: 23, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 24; y una regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 31, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 32, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 33;
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(iii) una region variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 130, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 131, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 132; y una regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1
de SEQ ID NO: 139, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 140, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 141;

(iv) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 58, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 59, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 60; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 67, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 68, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 69;

(v) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 41, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 42; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 49, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 50, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 51;

(vi) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 94, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 95, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 96; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 103, (d) una LCDR2 de SEQ ID NO: 104, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 105;

(vii) una regién variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 112, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 113, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 114; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1
de SEQ ID NO: 121, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 122, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 123; 0

(viii) una regioén variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 3, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 4, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 5; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 12, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 13, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 14.

Un reactivo de diagndstico que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que esta marcado.

El reactivo de diagnéstico, en donde la marca se selecciona del grupo que consiste en una radiomarca, un fluoréforo, un
cromoforo, un agente de imagenologia, y un ion de metal.

Definiciones

A menos que se indique de otra manera, se entiende que los siguientes términos y frases usadas en la presente tienen
los siguientes significados:

El término “alquilo” se refiere a una cadena de hidrocarburo saturado monovalente que tiene el nimero especificado de
atomos de carbono. Por ejemplo, alquilo de C1-s se refiere a un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono. Los
grupos alquilo pueden ser rectos o ramificados. Los grupos alquilo ramificados representativos tienen una, dos o tres
ramificaciones. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, sin limitacion, metilo, etilo, propilo (n—propilo e isopropilo), butilo
(n—butilo, isobutilo, sec—butilo y t—butilo), pentilo (n—pentilo, isopentilo y neopentilo) y hexilo.

El término “anticuerpo” usado en la presente se refiere a un polipéptido de la familia de inmunoglobulinas que es capaz
de unirse no covalentemente a un antigeno correspondiente, reversiblemente y de manera especifica. Por ejemplo, un
anticuerpo IgG que ocurre naturalmente es un tetramero que comprende por lo menos dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta comprendida de una region variable
de cadena pesada (abreviada aqui como VH), y una regién constante de cadena pesada. La regién constante de cadena
pesada estd comprendida de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta comprendida de una region
variable de cadena ligera (abreviada aqui como VL), y una regién constante de cadena ligera. La region constante de
cadena ligera esta comprendida de un dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden subdividirse ademds en regiones de
hipervariabilidad, llamadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan
mas conservadas, llamadas regiones de armazéon (FR). Cada VH y VL esta compuesta de tres CDR y cuatro FR,
dispuestas del extremo amino al extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, FR4. Las
regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unién que interacciona con un antigeno.
Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores del
hospedero, que incluyen varias células del sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (C1q)
del sistema de complemento clasico.

El término “anticuerpo” incluye, sin limitacién, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados,
anticuerpos camélidos, anticuerpos quiméricos y anticuerpos anti—idiotipicos (anti—Id) (que incluyen por ejemplo
anticuerpos anti—Id para los anticuerpos de la presente divulgacion). Los anticuerpos pueden ser de cualquier isotipo/clase
(por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), o subclase (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2).
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Los “dominios determinantes de complementariedad” o “regiones determinantes de complementariedad” (“CDR”) se
refieren intercambiablemente a las regiones hipervariables de VL y VH. Las CDR son el sitio de unién de la proteina
objetivo de las cadenas de anticuerpo que alojan especificidad para tal proteina objetivo. Existen tres CDR (CDR1-3,
numeradas secuencialmente desde el extremo N) en cada VL o VH humana, constituyendo aproximadamente 15-20%
de los dominios variables. Las CDR pueden ser referidas por su region y orden. Por ejemplo, “VHCDR1” o0 “HCDR1” se
refieren ambas a la primera CDR de la regién variable de cadena pesada. Las CDR son estructuralmente complementarias
al epitopo de la proteina objetivo y por lo tanto son directamente responsables de la especificidad de union. Los tramos
restantes de VL o VH, las denominadas regiones de armazén, exhiben menos variacién en la secuencia de aminoacidos
(Kuby, “Immunology”, 4a. ed., capitulo 4. W.H. Freeman & Co., Nueva York, 2000).

Las posiciones de las CDR y las regiones de armazén pueden ser determinadas usando varias definiciones muy conocidas
en la técnica, por ejemplo Kabat, Chothia, y AbM (véase, por ejemplo, Johnson et al., Nucleic Acids Res., 29:205-206
(2001); Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature, 342:877-883 (1989); Chothia et al., J.
Mol. Biol., 227:799-817 (1992); Al-Lazikani et al., J.Mol.Biol., 273:927-748 (1997)). Las definiciones de sitios de
combinacion de antigeno también son descritas en las siguientes referencias: Ruiz et al., Nucleic Acids Res., 28:219-221
(2000); y Lefranc, M.P., Nucleic Acids Res., 29:207—-209 (2001); MacCallum et al., J. Mol. Biol., 262:732—-745 (1996); y
Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:9268-9272 (1989); Martin et al., Methods Enzymol., 203:121-153 (1991); y
Rees et al., en Sternberg M.J.E. (ed.), “Protein Structure Prediction”, Oxford University Press, Oxford, 141-172 (1996).

Tanto las cadenas ligeras como pesadas se dividen en regiones de homologia estructural y funcional. Los términos
“constante” y “variable” se usan funcionalmente. A este respecto, se apreciara que los dominios variables tanto de las
porciones de cadena ligera (VL) como pesada (VH) determinan el reconocimiento y especificidad del antigeno.
Inversamente, los dominios constantes de la cadena ligera (CL) y la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) confieren
importantes propiedades bioldgicas, tales como secrecion, movilidad transplacentaria, unién al receptor de Fc, unién de
complemento y similares. Por convencion, la numeracién de los dominios de la region constante aumenta conforme se
hacen mas distantes del sitio de unién de antigeno o el extremo amino del anticuerpo. El extremo N es una regién variable
y en el extremo C estd una region constante; los dominios CH3 y CL realmente comprenden los dominios carboxi—
terminales de la cadena pesada y ligera, respectivamente.

El término “fragmento de union a antigeno”, como se usa en la presente, se refiere a una o mas porciones de un anticuerpo
que retienen la capacidad para interaccionar especificamente (por ejemplo, por unién, impedimento estérico,
estabilizacion/desestabilizacion, distribucion espacial) con un epitopo de un antigeno. Los ejemplos de fragmentos de
unién incluyen, sin limitacién, Fvs de cadena simple (scFv), Fvs enlazados por disulfuro (sdFv), fragmentos Fab,
fragmentos F(ab'), un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; un fragmento F(ab)2, un
fragmento bivalente que comprende 2 fragmentos Fab enlazados por un puente disulfuro en la regién bisagra; un
fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo
brazo de un anticuerpo; un fragmento dAb (Ward et al., Nature 341:544-546, 1989), que consiste en un dominio VH; y
una regién determinante de complementariedad (CDR) aislada, u otros fragmentos de unién de epitopo de un anticuerpo.

Ademas, aunque los dos dominios, VL y VH, del fragmento Fv son codificados por genes separados, se pueden unir
usando métodos recombinantes, por medio de un enlazador sintético que permite hacerlos como una sola cadena de
proteina en la que las regiones VL y VH se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena
simple (“scFv”); véase por ejemplo Bird et al., Science 242:423—-426, 1988; y Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879—
5883, 1988). Estos anticuerpos de cadena simple también se consideran abarcados dentro del término “fragmento de
unién a antigeno”. Estos fragmentos de unién de antigeno se obtienen usando las técnicas convencionales conocidas
para los expertos en la materia, y los fragmentos se tamizan por su utilidad de la misma manera que los anticuerpos
intactos.

Los fragmentos de unién de antigeno también se pueden incorporar en anticuerpos de un solo dominio, maxianticuerpos,
minianticuerpos, nanoanticuerpos, intraanticuerpos, dianticuerpos, trianticuerpos, tetraanticuerpos, v—NAR y bis—scFv
(véase por ejemplo Hollinger y Hudson, Nature Biotechnology 23:1126—1136, 2005). Los fragmentos de unién de antigeno
se pueden injertar en andamios basados en polipéptidos, tales como fibronectina de tipo Il (Fn3) (véase la patente de EE.
UU. No. 6.703.199, que describe monocuerpos de polipéptido de fibronectina).

Los fragmentos de unién de antigeno se pueden incorporar en moléculas de cadena simple que comprenden un par de
segmentos Fv en tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de cadena ligera complementarios, forman un
par de regiones de unién de antigeno (Zapata et al., Protein Eng. 8:1057-1062, 1995; y patente de EE. UU. No. 5.641.870).

El término “anticuerpo monoclonal” o “composicion de anticuerpo monoclonal”’, como se usa en la presente, se refiere a
8
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polipéptidos que incluyen anticuerpos y fragmentos de unién de antigeno que tienen una secuencia de aminoacidos
sustancialmente idéntica, o se derivan de la misma fuente genética. Este término también incluye preparaciones de
moléculas de anticuerpo de composicion molecular Unica. Una composicion de anticuerpo monoclonal exhibe una
especificidad de unién y afinidad Unicas para un epitopo particular.

El término “anticuerpo humano” usado en la presente incluye anticuerpos que tienen regiones variables en las que tanto
las regiones de armazdén como de CDR se derivan de secuencias de origen humano. Ademas, si el anticuerpo contiene
una regién constante, la regiéon constante también se deriva de tales secuencias humanas, por ejemplo secuencias de
linea germinal humanas, o versiones mutadas de secuencias de linea germinal humanas, o anticuerpo que contiene
secuencias de armazén de consenso derivadas del analisis de secuencias de armazén humanas, por ejemplo como lo
describen Knappik et al., J. Mol. Biol. 296:57-86, 2000).

Los anticuerpos humanos de la presente divulgacion pueden incluir residuos de aminoacido no codificados por secuencias
humanas (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro, o por mutacioén
somatica in vivo, o una sustitucion conservativa para promover estabilidad o facilitar la fabricacién).

El término “reconocer” usado en la presente se refiere a un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se
une con su epitopo e interacciona (por ejemplo, se une) con el mismo, ya sea que el epitopo sea lineal o conformacional.
El término “epitopo” se refiere a un sitio sobre un antigeno al que se une especificamente un anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno de la divulgacién. Los epitopos se pueden formar de aminoacidos contiguos 0 aminoacidos no contiguos
yuxtapuestos por pliegue terciario de una proteina. Los epitopos formados de aminodcidos contiguos tipicamente son
retenidos por exposicién a disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados por pliegue terciario
tipicamente se pierden por tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Tipicamente un epitopo incluye por lo menos
3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14 o 15 aminoacidos en una conformacién espacial Unica. Los métodos para determinar
la conformacion espacial de los epitopos incluyen técnicas como por ejemplo cristalografia de rayos X y resonancia
magnética nuclear bidimensional (véase, por ejemplo, “Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology”, Vol.
66, G. E. Morris, Ed. (1996)). Un “paratopo” es la parte del anticuerpo que reconoce el epitopo del antigeno.

La frase “se une especificamente” o “se une selectivamente”, usada en el contexto de descripcion de la interaccién entre
un antigeno (por ejemplo, una proteina) y un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, o agente de unién derivado de
anticuerpo, se refiere a una reacciéon de unién que es determinante de la presencia del antigeno en una poblacion
heterogénea de proteinas y otros agentes bioldgicos, por ejemplo en una muestra biolégica, por ejemplo una muestra de
sangre, suero, plasma o tejido. De esta manera, bajo ciertas condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos
o agentes de unién con una especificidad de unién particular se unen a un antigeno particular por lo menos dos veces
sobre el fondo, y no se unen sustancialmente en una cantidad significativa a otros antigenos presentes en la muestra. En
un aspecto, bajo las condiciones de inmunoensayo designadas, el anticuerpo o0 agente de unién con una especificidad de
unién particular se une a un antigeno particular por lo menos diez (10) veces sobre el fondo, y no se une sustancialmente
en una cantidad significativa a otros antigenos presentes en la muestra. La unién especifica a un anticuerpo o agente de
unién bajo tales condiciones puede requerir que el anticuerpo o agente haya sido seleccionado por su especificidad para
una proteina particular. Si se desea o es apropiado, esta seleccion se puede lograr sustrayendo anticuerpos que
reaccionan cruzadamente con moléculas de otras especies (por ejemplo, ratén o rata) u otros subtipos. Alternativamente,
en algunos aspectos se seleccionan anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que reaccionan cruzadamente con ciertas
moléculas deseadas.

El término “afinidad” usado en la presente se refiere a la fuerza de interaccion entre anticuerpo y antigeno en los sitios
antigénicos individuales. Dentro de cada sitio antigénico, la regién variable del “brazo” de anticuerpo interacciona por
medio de fuerzas débiles no covalentes con el antigeno en muchos sitios; a mas interacciones la afinidad sera mas fuerte.

El término “anticuerpo aislado” se refiere a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen
diferentes especificidades antigénicas. Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a un antigeno
puede tener reactividad cruzada con otros antigenos. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre
de otro material celular o de agentes quimicos.

El término “secuencia de linea germinal humana correspondiente” se refiere a la secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia o0 subsecuencia de aminoacidos de la regién variable humana que comparte la mas alta identidad de
secuencia de aminodcidos, determinada con una secuencia o subsecuencia de aminoacidos de la region variable de
referencia, en comparacién con todas las otras secuencias de aminoacidos conocidas de la regién variable codificadas
por secuencias de la regién variable de inmunoglobulina de linea germinal humana. La secuencia de linea germinal
humana correspondiente también se puede referir a la secuencia o subsecuencia de aminoacidos de la region variable
de humano con la mas alta identidad de secuencia de aminoacidos con una secuencia o subsecuencia de aminoacidos
9
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de la regién variable de referencia, en comparacién con todas las otras secuencias de aminoacidos de la regién variable
evaluadas. La secuencia de linea germinal humana correspondiente puede ser solo regiones de armazén, solo regiones
determinantes de complementariedad, regiones de armazén y determinantes de complementariedad, un segmento
variable (como se define arriba), u otras combinaciones de secuencias o subsecuencias que comprenden una regién
variable. La identidad de secuencias se puede determinar usando los métodos descritos en la presente, por ejemplo
alineando dos secuencias usando BLAST, ALIGN, u otro algoritmo de alineacién conocido en la técnica. La secuencia de
acido nucleico o aminoacido de linea germinal humana correspondiente puede tener por lo menos aproximadamente 90%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico o
aminoacido de la regién variable de referencia.

Se pueden usar una variedad de formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina particular. Por ejemplo, se usan rutinariamente inmunoensayos de ELISA de fase
solida para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina (véase por ejemplo Harlow y
Lane, “Using Antibodies, A Laboratory Manual” (1998), para una descripcion de formatos y condiciones de inmunoensayo
que se pueden usar para determinar la inmunorreactividad especifica). Tipicamente una reaccidén de unién especifica o
selectiva producird una sefial de por lo menos dos veces la sefial de fondo, y mas tipicamente por lo menos 10 a 100
veces sobre el fondo.

El término “constante de disociacion en el equilibrio (KD, M)” se refiere a la constante de la velocidad de disociacion (kd,
tiempo—1) dividida entre la constante de la velocidad de asociacion (ka, tiempo—1, M—1). Las constantes de disociacion
en el equilibrio se pueden medir usando cualquier método de la técnica. Los anticuerpos de la presente divulgacién por lo
general tendrén una constante de disociacion en equilibrio menor de aproximadamente 10~ o0 10~8 M, por ejemplo menor
de aproximadamente 10° M o 10~'° M, en algunos aspectos menor de aproximadamente 10~ M, 1072 M 0 10~3 M.

El término “biodisponibilidad” se refiere a la disponibilidad sistémica (esto es, los niveles en sangre/plasma) de una
cantidad dada de farmaco administrado a un paciente. La biodisponibilidad es un término absoluto que indica la medicién
tanto del tiempo (velocidad) como de la cantidad total (extension) de farmaco que alcanza la circulacién general a partir
de una forma farmacéutica administrada.

Como se usa en la presente, la frase “que consiste esencialmente en” se refiere a los géneros o especies de cualquier
agente farmacéutico activo incluido en un método o composicién, asi como también cualquier excipiente inactivo para el
fin deseado de los métodos o composiciones. En algunos aspectos, la frase “que consiste esencialmente en” excluye
expresamente la inclusién de uno 0 mas agentes activos adicionales aparte de un conjugado anticuerpo—farmaco de la
presente divulgacion. En algunos aspectos, la frase “que consiste esencialmente en” excluye expresamente la inclusion
de uno mas agentes activos adicionales aparte de un conjugado anticuerpo—farmaco de la presente divulgacién y un
segundo agente coadministrado.

El término “aminoéacido” se refiere a aminoacidos naturales, sintéticos y no naturales, y también analogos de aminoéacido
y miméticos de aminoacido que funcionan de manera similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos naturales son
aquellos codificados por el codigo genético, y también los aminoacidos que son modificados después, por ejemplo,
hidroxiprolina, y—carboxiglutamato y O—fosfoserina. Los analogos de aminoéacido se refieren a los compuestos que tienen
la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural, esto es, un carbono alfa que esta unido a un hidrégeno,
un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metil—
sulfonio de metionina. Tales andlogos tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o esqueletos de péptido
modificados, pero retienen la misma estructura quimica basica de un aminoacido natural. Los miméticos de aminoacido
se refieren a compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un
aminoacido, pero que funcionan de una manera similar a un aminoacido natural.

El término “variante modificada conservativamente” se aplica a secuencias tanto de aminoacidos como de &cidos
nucleicos. Con respecto a las secuencias de acido nucleico particulares, las variantes modificadas conservativamente se
refieren a los acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente idénticas o, cuando el
acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias esencialmente idénticas. Debido a la
degeneracién del cédigo genético, una gran cantidad de &cidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier
proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican todos el aminoacido alanina. De esta manera,
en cada posicién en donde una alanina es especificada por un codén, el codén puede ser alterado a cualquiera de los
codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Tales variaciones de acido nucleico son
“variaciones silenciosas”, que son una especie de variaciones modificadas conservativamente. Cada secuencia de &cido
nucleico de la presente que codifica un polipéptido también describe toda variacién silenciosa posible del acido nucleico.
El experto en la materia reconocera que cada codén de un acido nucleico (excepto AUG, que comunmente es el Unico
codoén para metionina, y TGG, que cominmente es el Unico coddn para triptéfano) puede ser modificado para producir
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una molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica un
polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.

Para las secuencias de polipéptidos, las “variantes modificadas conservativamente” incluyen sustituciones, supresiones
o adiciones individuales a una secuencia de polipéptido que resultan en la sustitucién de un aminoacido con un aminoéacido
quimicamente similar. Las tablas de sustitucién conservativa que proveen aminoacidos funcionalmente similares son muy
conocidas. Tales variantes modificadas conservativamente son adicionales a las variantes polimérficas, homdlogos entre
especies y alelos, y no los excluyen. Los siguientes ocho grupos contienen aminoacidos que son sustituciones
conservativas entre si: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina
(Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); 6) Fenilalanina (F), Tirosina (),
Triptéfano (W); 7) Serina (S), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina (M) (véase, por ejemplo, Creighton, “Proteins”
(1984)). En algunos aspectos, el término “modificaciones de secuencia conservativas” se usa para referirse a
modificaciones de aminodcido que no afectan o alteran significativamente las caracteristicas de unién del anticuerpo que
contiene la secuencia de aminoacidos.

Como se usa en la presente, el término “optimizado” se refiere a una secuencia de nucleétidos que ha sido alterada para
codificar una secuencia de aminoacidos usando los codones que son preferidos en la célula u organismo de produccién,
generalmente una célula eucariota, por ejemplo, una célula de levadura, una célula de Pichia, una célula de hongo, una
célula de Trichoderma, una célula de ovario de hamster chino (CHO) o una célula de humano. La secuencia de nucleétidos
optimizada se modifica por ingenieria para retener completamente, o tanto como sea posible, la secuencia de aminoacidos
codificada originalmente por la secuencia de nucleétidos inicial, que también es conocida como la secuencia “progenitora”.

Los términos “por ciento idéntico” o “porcentaje de identidad”, en el contexto de dos 0 mas acidos nucleicos o secuencias
de polipéptido, se refieren a la extension en la que dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias son iguales. Dos secuencias
son “idénticas” si tienen la misma secuencia de aminoacidos o nucleétidos sobre la regién comparada. Dos secuencias
son “sustancialmente idénticas” si las dos secuencias tienen un porcentaje especificado de residuos de aminoacido o
nucledtidos que son iguales (esto es, 60% de identidad, opcionalmente 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 0 99% de
identidad sobre una region especificada o, cuando no se especifica, sobre toda la secuencia), cuando se comparan y
alinean para correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion o region designada, medida usando uno de los
siguientes algoritmos de comparacion de secuencias, o por medio de alineacion manual e inspecciéon visual.
Opcionalmente, la identidad existe sobre una regién que es de por lo menos aproximadamente 30 nucleétidos (o 10
aminoacidos) de longitud, o muy preferiblemente sobre una regién que es de 100 a 500 o 1000 o mas nucleétidos (o 20,
50, 200 o0 mas aminoacidos) de longitud.

Para comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como secuencia de referencia con la que se comparan
las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, se introducen en una computadora
las secuencias de prueba y de referencia, se designan coordenadas de subsecuencia, si es necesario, y se designan los
parametros del programa del algoritmo de secuencia. Se pueden usar los parametros por omisién del programa, o se
pueden disefiar parametros alternativos. El algoritmo de comparacion de secuencias calcula entonces el porcentaje de
identidad de secuencia de las secuencias de prueba con respecto a la secuencia de referencia, a base de los parametros
del programa.

Una “ventana de comparacion”, como se usa aqui, incluye la referencia a un segmento de cualquiera de varias posiciones
contiguas seleccionadas del grupo que consiste en 20 a 600, usualmente de aproximadamente 50 a aproximadamente
200, mas usualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150, en el que una secuencia puede ser comparada
con una secuencia de referencia del mismo ndmero de posiciones contiguas después de alinear de manera 6ptima las
dos secuencias. Los métodos de alineacion de secuencias para comparacion son muy conocidos. La alineacion éptima
de secuencias para comparacién se puede realizar, por ejemplo, por medio del algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482¢ (1970); por medio del algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch,
J. Mol. Biol. 48:443 (1970); por medio del método de bisqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:2444 (1988); por medio de implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y
TFASTA del paquete de software Wisconsin Genetics Software, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison,
WI); o por medio de alineacién manual e inspeccién visual (véase, por ejemplo, Brent et al., “Current Protocols in Molecular
Biology”, 2003).

Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud de

secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, descritos por Altschul et al. Nuc. Acids Res. 25:3389-3402, 1977;y

Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990, respectivamente. El software para realizar los andlisis BLAST esta

disponible publicamente a través del National Center for Biotechnology Information. Este algoritmo incluye identificar

primero pares de secuencia de alta puntuacion (HSP), identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de
11
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interrogacién que igualan o satisfacen alguna puntuacion T de umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra
de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. T es referida como el umbral de puntuacién de palabra vecina
(Altschul et al., supra). Estos aciertos iniciales de palabra vecina acttan como semillas para iniciar busquedas para
encontrar HSP mas largos que los contengan. Los aciertos de palabra son extendidos en ambas direcciones a lo largo de
cada secuencia, tanto como pueda ser incrementada la puntuacién de alineacién acumulativa. Las puntuaciones
acumulativas se calculan usando, para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuaciéon de recompensa para un
par de residuos concordantes; siempre >0) y N (puntuacién de penalizacion para residuos discordantes; siempre <0). Para
secuencias de aminoacidos se usa una matriz de puntuacién para calcular la puntuacién acumulativa. La extensién de los
aciertos de palabra en cada direccion se detiene cuando: la puntuacién de alineacién acumulativa desciende en la cantidad
X de su valor maximo alcanzado; la puntuaciéon acumulativa tiende a cero o mas abajo, debido a la acumulacion de una
0 mas alineaciones de residuo de puntuacion negativa; o se alcanza el extremo de cada secuencia. Los parametros W,
T, y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias
de nucleétidos) usa como valores por omision una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=4, y
una comparacion de ambas cadenas. Para secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa como valores por
omision una longitud de palabra de 3 y una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff
y Henikoff (1989), Proc. Natl Acad. Sci. USA 89:10915) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4, y una
comparacion de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST también realiza un andlisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin
y Altschul, Proc. Natl Acad. Sci. USA 90:5873-5787, 1993). Una medida de similitud provista por el algoritmo BLAST es
la probabilidad de la suma mas pequena (P(N)), que provee una indicacion de la probabilidad por medio de la cual ocurriria
por azar una concordancia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos. Por ejemplo, un acido nucleico se
considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de la suma mas pequefia en una comparacién del acido
nucleico de prueba con el acido nucleico de referencia es menor de aproximadamente 0,2, de preferencia menor de
aproximadamente 0,01, y muy de preferencia menor de aproximadamente 0,001.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos también se puede determinar usando el algoritmo de E.
Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4: 11-17, 1988), que ha sido incorporado en el programa ALIGN (version 2.0)
usando una tabla de residuo de ponderacion PAM120, una penalizacion de longitud de hueco de 12 y una penalizaciéon
de hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar usando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444—-453, 1970), que ha sido incorporado en el programa GAP en el
paquete de software GCG (disponible en www.gcg.com), usando una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y una
ponderacion de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4, y una ponderacion de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6.

Aparte del porcentaje de identidad de secuencia indicado arriba, otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico
0 polipéptidos son sustancialmente idénticas es que el polipéptido codificado por el primer &cido nucleico es
inmunolégicamente reactivo de manera cruzada con los anticuerpos desarrollados contra el polipéptido codificado por el
segundo acido nucleico, como se describe mas abajo. De esta manera, tipicamente un polipéptido es sustancialmente
idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren Unicamente por sustituciones
conservativas. Otra indicacién de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos
moléculas o sus complementos se hibridan uno con otro bajo condiciones severas como se describen mas abajo. Una
indicacion mas de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas, es que se pueden usar los mismos
cebadores para amplificar las secuencias.

El término “acido nucleico” se usa aqui intercambiablemente con el término “polinucleétido” y se refiere a
desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos y polimeros de los mismos, ya sea en forma de cadena simple o doble. El término
abarca acidos nucleicos que contienen analogos de nucleétido conocidos o residuos de esqueleto o enlaces modificados,
que son sintéticos, naturales y no naturales, que tienen propiedades de unién similares al acido nucleico de referencia, y
que son metabolizados de una manera similar a los nucleétidos de referencia. Los ejemplos de estos analogos incluyen,
sin limitacion, fosforotioatos, fosforamidatos, fosfonatos de metilo, fosfonatos de metilo quiral, 2-O—metil-ribonucleétidos,
acidos péptido—nucleicos (PNA).

A menos que se indique de otra manera, una secuencia de acido nucleico particular también abarca implicitamente las
variantes modificadas conservativamente de la misma (por ejemplo, sustituciones de codén degenerado) y secuencias
complementarias, asi como también la secuencia indicada explicitamente. Especificamente, como se detalla mas abajo,
se pueden obtener sustituciones de coddn degenerado generando secuencias en las que la tercera posicién de uno o
mas codones seleccionados (o todos) es sustituida con residuos de base mixta y/o desoxiinosina (Batzer et al. (1991),
Nucleic Acid Res. 19:5081; Ohtsuka et al. (1985), J. Biol. Chem. 260:2605-2608; y Rossolini et al. (1994), Mol. Cell.
Probes 8:91-98).
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El término “enlazado operativamente” en el contexto de acidos nucleicos se refiere a una relacién funcional entre dos o
mas segmentos de polinucledtido (por ejemplo, ADN). Tipicamente, se refiere a la relacion funcional entre una secuencia
reguladora de transcripcion y una secuencia transcrita. Por ejemplo, una secuencia promotora o potenciadora esta
enlazada operativamente a una secuencia codificante si estimula o modula la transcripcién de la secuencia codificante en
una célula hospedera apropiada u otro sistema de expresion. Generalmente, las secuencias reguladoras de transcripcion
promotoras que estan enlazadas operativamente a una secuencia transcrita son fisicamente contiguas a la secuencia
transcrita, es decir, estan en modo de accién cis. Sin embargo, algunas secuencias reguladoras de transcripcion, tales
como potenciadores, no requieren ser fisicamente contiguas o estar localizadas en estrecha cercania a las secuencias
codificantes cuya transcripcién potencian.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se usan aqui intercambiablemente para referirse a un polimero de residuos de
aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminodcido en los que uno o mas residuos de aminodcido son un
mimético quimico artificial de un aminoacido natural correspondiente, asi como también polimeros de aminoéacido
naturales y polimeros aminoacido no naturales. A menos que se indique de otra manera, una secuencia de polipéptido
particular también abarca implicitamente variantes modificadas conservativamente de la misma.

El término “inmunoconjugado” o “conjugado anticuerpo—farmaco”, como se usa en la presente, se refiere al enlace de un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo con otro agente, tal como un agente quimioterapéutico, una
toxina, un agente inmunoterapéutico, una sonda de imagenologia, y similares. El enlace puede ser enlaces covalentes, o
interacciones no covalentes por ejemplo por medio de fuerzas electroestaticas. Se pueden utilizar varios enlazadores
conocidos para formar el inmunoconjugado. Adicionalmente el inmunoconjugado se puede proveer en forma de una
proteina de fusidon que se puede expresar a partir de un polinucleétido que codifica el inmunoconjugado. Como se usa en
la presente, “proteina de fusion” se refiere a proteinas creadas por medio de la unién de dos o0 mas genes o fragmentos
de gen que originalmente codificaron proteinas separadas (incluso péptidos y polipéptidos). La traduccion del gen de
fusién resulta en una sola proteina con propiedades funcionales derivadas de cada una de las proteinas originales.

El término “sujeto” incluye animales humanos y no humanos. Los animales no humanos incluyen todos los vertebrados
(por ejemplo, mamiferos y no mamiferos) tales como primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos, anfibios y
reptiles. Excepto cuando se aclare, los términos “paciente” o “sujeto” se usan aqui intercambiablemente.

El término “toxina”, “citotoxina” o “agente citotdxico”, como se usa en la presente, se refiere a cualquier agente que es
perjudicial para el desarrollo y proliferacién de células y puede actuar para reducir, inhibir o destruir una célula o
malignidad.

El término “agente anticanceroso” usado en la presente se refiere a cualquier agente que se puede usar para tratar un
trastorno proliferativo de células, tal como cancer, que incluye sin limitacion agentes citotdxicos, agentes
quimioterapéuticos, radioterapia y agentes radioterapéuticos, agentes anticancerosos dirigidos y agentes
inmunoterapéuticos.

El término “porcién de farmaco” o “carga Util” usado en la presente se refiere a una porcién quimica que esta conjugada
con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, y puede incluir cualquier agente terapéutico o diagnéstico, por ejemplo
un agente anticanceroso, antiinflamatorio, antiinfeccioso (por ejemplo antimicético, antibacteriano, antiparasitario,
antiviral) o anestésico. En ciertos aspectos, una porcién de farmaco se selecciona de un inhibidor de V-ATPasa, un
inhibidor de HSP90, un inhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un estabilizador de microtlbulos, un desestabilizador de
microtUbulos, una auristatina, una dolastatina, un maitansinoide, una MetAP (metionina aminopeptidasa), un inhibidor de
la exportacion nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de DPPIV, un inhibidor de las reacciones de transferencia de
fosforilo en mitocondrias, un inhibidor de la sintesis de proteina, un inhibidor de quinasa, un inhibidor de CDK2 , un
inhibidor de CDK9, un inhibidor del proteasoma, un inhibidor de cinesina, un inhibidor de HDAC, un agente perjudicial
para el ADN, un agente alquilante de ADN, un intercalador de ADN, un enlazador de la ranura menor del ADN y un
inhibidor de DHFR. Los métodos para unir cada uno de estos a un enlazador compatible con los anticuerpos y el método
de la presente divulgacion son conocidos; véase por ejemplo Singh et al. (2009) “Therapeutic Antibodies: Methods and
Protocols”, vol. 525, 445-457. Ademas, una carga Util puede ser una sonda biofisica, un fluoréforo, una etiqueta de espin,
una sonda infrarroja, una sonda de afinidad, un quelante, una sonda espectroscopica, una sonda radioactiva, una molécula
de lipido, un polietilenglicol, un polimero, una etiqueta de espin, ADN, ARN, una proteina, un péptido, una superficie, un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una nanoparticula, un punto cuantico, un liposoma, una particula de PLGA, un
sacarido o un polisacarido.

El término “porcion de farmaco maitansinoide” significa la subestructura de un conjugado anticuerpo—farmaco que tiene

la estructura de un compuesto maitansinoide. La maitansina fue aislada por primera vez del arbusto africano Maytenus

serrata (patente de EE. UU. No. 3.896.111). Subsiguientemente se descubrié que ciertos microbios también producen
13
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maitansinoides tales como maitansinol y ésteres de C-3 de maitansinol (patente de EE. UU. No. 4.151.042). Se han
reportado maitansinoles sintéticos y analogos de maitansinol; véanse las patentes de EE. UU. Nos. 4.137.230; 4.248.870;
4.256.746; 4.260.608; 4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.946; 4.315.929;
4.317.821; 4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; y 4.371.533; y Kawai et al.
(1984) Chem. Pharm. Bull. 3441-3451), cada una de las cuales se incorpora expresamente como referencia. Ejemplos
especificos de maitansinoides Utiles para la conjugacion incluyen DM1, DM3 y DM4.

“Tumor” se refiere al crecimiento y proliferacion de células neoplésicas, ya sea malignas o benignas, y todas las células y
tejidos precancerosos y cancerosos.

El término “actividad antitumoral” significa una reduccion en la tasa de proliferacién, viabilidad o actividad metastasica de
la célula de tumor. Una forma posible de mostrar la actividad antitumoral es mostrar una declinacion en la velocidad de
crecimiento de las células de tumor, estasis del tamafo del tumor, o reduccién del tamafio del tumor. Tal actividad se
puede evaluar usando los modelos de tumor in vitro o in vivo aceptados, que incluyen, sin limitacibon modelos de
xenoinjerto, modelos de aloinjerto, modelos de MMTV, y otros modelos conocidos en la técnica para investigar la actividad
antitumoral.

El término “malignidad” se refiere a un tumor no benigno o un cancer. Como se usa en la presente, el término “cancer”
incluye una malignidad caracterizada por crecimiento celular no regulado o descontrolado. Los ejemplos de cancer
incluyen: carcinomas, sarcomas, leucemias y linfomas.

El término “cancer” incluye tumores malignos primarios (por ejemplo, aquellos cuyas células no han emigrado a sitios del
cuerpo del sujeto distantes del sitio del tumor original), y tumores malignos secundarios (por ejemplo, los que se originan
de metastasis, la emigracién de las células de tumor a sitios secundarios que son diferentes del sitio del tumor original).

El término “cKIT” se refiere a un receptor tirosina quinasa que es un miembro de la familia Il de tirosinas quinasas
receptoras. Las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos de cKIT son conocidas y han sido publicadas con los
nuameros de registro GenBank Nos. X06182.1, EU826594.1, GU983671.1, HM015525.1, HM015526.1, AK304031.1 y
BCO071593.1. Véase también SEQ ID NO:1 para la secuencia de ADNc de cKIT de humano, y SEQ ID NO:2 para la
secuencia de proteina de cKIT de humano. Estructuralmente, el receptor cKIT es una proteina de transmembrana de tipo
| y contiene un péptido sefial, 5 dominios C2 similares a Ig en el dominio extracelular, y tiene un dominio de proteina
quinasa en su dominio intracelular, y tiene sobre toda su longitud por lo menos aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 100% de identidad de secuencia con la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:2.
Estructuralmente, una secuencia de acido nucleico de cKIT tiene sobre toda su longitud por lo menos aproximadamente
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:1.

Los términos “cancer que expresa cKIT” o “cancer cKIT positivo” se refieren a un cancer que expresa cKIT o una forma
mutante de cKIT sobre la superficie de las células cancerosas.

Como se usa en la presente, los términos “tratar” o “tratamiento” de cualquier enfermedad o trastorno se refieren en un
aspecto a mitigar la enfermedad o trastorno (esto es, retardar o detener o reducir el desarrollo de la enfermedad o por lo
menos uno de sus sintomas clinicos). En otro aspecto, “tratar” o “tratamiento” se refiere a aliviar o mejorar por lo menos
un parametro fisico que incluye los que pueden no ser discernibles por el paciente. En otro aspecto, “tratar” o “tratamiento”
se refiere a modular la enfermedad o trastorno, ya sea fisicamente (por ejemplo, la estabilizacion de un sintoma
discernible), fisiolégicamente (por ejemplo, estabilizacién de un parametro fisico), o ambos. En otro aspecto mas, “tratar”
0 “tratamiento” se refiere a prevenir o retrasar el inicio, desarrollo 0 avance de la enfermedad o trastorno.

El término “cantidad terapéuticamente aceptable” o “dosis terapéuticamente eficaz” se refiere intercambiablemente a una
cantidad suficiente para efectuar el resultado deseado (es decir, una reducciéon del tamafo del tumor, inhibiciéon del
crecimiento del tumor, prevencién de metastasis, inhibicion o prevencioén de infeccion viral, bacteriana, micética o
parasitaria). En algunos aspectos, una cantidad terapéuticamente aceptable no induce o causa efectos secundarios
indeseables. Una cantidad terapéuticamente aceptable puede ser determinada administrando primero una dosis baja y
después aumentando incrementalmente esa dosis hasta obtener el efecto deseado. Una “dosis profilacticamente eficaz”
y una “dosis terapéuticamente eficaz” de las moléculas de la presente divulgacion pueden prevenir el inicio o pueden
producir una disminucion de la severidad de los sintomas de enfermedad que incluyen los sintomas asociados con el
cancer, respectivamente.

El término “coadministrar”’ se refiere a la presencia simultdnea de dos agentes activos en la sangre de un individuo. Los
agentes activos que se coadministran se pueden suministrar concurrente o secuencialmente.
14
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra la actividad de los ADC cKIT-MCC-DM1 en un subgrupo de lineas de células de cancer.

La figura 2 representa la actividad de 9P3—MCC-DM1, 9P3-SPDB-DM4 y 9P3—-CX1-1-DM1 en un subgrupo de lineas
de células de cancer.

La figura 3 muestra la actividad de 9P3—-MCC—-DM1 en un panel de lineas celulares AML, GIST, melanoma y SCLC, con
grados variables de expresion de superficie del receptor cKIT.

La figura 4 muestra la capacidad de los ADC cKIT-MCC-DM1 para inhibir la proliferacién de células GIST-T1 (sensibles
a imatinib).

La figura 5 muestra la capacidad de los ADC cKIT-MCC-DM1 para inhibir la proliferacion de células GIST430 (resistentes
a imatinib).

La figura 6 muestra la capacidad de los ADC cKIT-MCC-DM1 para inhibir la proliferacién de células NCI-H526 (SCLC
que expresa altos niveles de cKIT).

La figura 7 muestra la capacidad de los ADC cKIT-MCC-DM1 para inhibir la proliferacion de células NCI-H1048 (SCLC
que expresa bajos niveles de cKIT).

La figura 8 muestra la capacidad de los ADC cKIT-MCC-DM1 para inhibir la proliferacion de células CMK11-5 (AML que
expresa altos niveles de cKIT).

La figura 9 muestra la capacidad de los ADC cKIT-MCC-DM1 para inhibir la proliferacion de células Uke—1 (AML que
expresa bajos niveles de cKIT).

La figura 10 son datos crudos de HDx—MS graficados como la diferencia corregida sobre el error estandar en la medicion.
Un valor mas negativo indica méas proteccion del intercambio de deuterio tras la unién de 9P3 al antigeno cKIT. Las dos
regiones mas significativas de proteccion son denotadas como region 1y region 2.

La figura 11 muestra regiones de proteccion de HDx—MS mapeadas usando llenado de superficie: regién 1 (negro) y
region 2 (gris obscuro). Los sitios de unién de SCF son denotados como sitio | (esferas grises claras), sitio Il (esferas
grises medias) y sitio lll (esferas grises mas obscuras).

La figura 12 es un Western blot que muestra la capacidad de SCF, NEG085-MCC-DM1, NEG024-MCC-DM1 y 20376—
MCC-DM1 para modular la fosforilazcién de cKIT en una linea celular de cKIT de tipo silvestre Mo7e Figura 12(A), o linea
celular de cKIT mutante GIST-T1 Figura (12B), después de 15 minutos.

La figura 13 muestra que los Ab NEG085 y 20376 median un rapido internamiento de cKIT de superficie en las células
GIST-T1 (A), y en células de medula ésea humana (B).

La figura 14 muestra Western blots que muestran la capacidad de SCF o NEG085-MCC-DM1 para acelerar la
degradacion de cKIT en una linea celular de cKIT mutante, GIST-T1 (Figura 14A) y linea celular de cKIT de tipo silvestre
NCI-H526 (Figura 14B) durante el curso del tiempo.

La figura 15 muestra la capacidad de NEG085, NEG024, 20376, NEG085—-MCC-DM1 para inhibir la proliferacion
dependiente de SCF de las células Mo7e.

La figura 16 muestra la capacidad de NEG085 y NEG085-MCC-DM1 para inhibir la proliferacion independiente de SCF
de células Mo7e.

La figura 17 muestra la evaluacion de la capacidad de los anticuerpos Campath (Ab anti-CD52), NEG085 o 20376 para
no inducir ADCC in vitro en células Uke—1.

La figura 18 muestra que NEG085 y 20376 no median apoptosis de mastocitos humanos primarios.

La figura 19 muestra que NEGO085 y 20376 no median la desgranulacién de mastocitos humanos primarios.
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La figura 20 muestra la co-localizacién de IgG1 y detencion mitética de NEG027-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto
de GIST T1.

La figura 21 muestra secciones de tejidos de detencidén mitética (p—histona H3) y apoptosis (caspasa 3) después de una
sola dosis de ADC de cKIT.

La figura 22 representa graficamente la detencién mitética e induccién de apoptosis 8 dias después de la dosis Unica de
ADC de cKIT.

La figura 23 muestra (A) la eficacia a la respuesta a la dosis en el xenoinjerto de ratén GIST T1, y (B) el cambio en peso
corporal durante el curso del tratamiento.

La figura 24 representa graficamente (A) una ELISA anti-DM1 después de la administracion en un modelo de xenoinjerto
GIST T1, y (B) representa una ELISA anti—IgG1 humana después de la administracién en un modelo de xenoinjerto GIST
T

La figura 25 es una tabla de la dosis—respuesta de NEG027-MCC—-DM1 en un modelo de ratén de xenoinjerto GIST T1.

La figuras 26 muestra secciones de histologia de la eficacia de la respuesta a la dosis de NEG027-MCC-DM1 en GIST
T1. (A) son tumores reunidos del grupo 4; (B) tumores reunidos del grupo 5.

La figura 27 representa (A) la eficacia con 0,625 mg/kg en un modelo de xenoinjerto de raton GIST T1; (B) el cambio del
volumen de tumor contra el control (% T/C); y (C) el cambio en el peso corporal durante el curso del tratamiento.

La figura 28 muestra la agrupacion del dia 41 después de la administracion de una sola dosis de ADC anti—cKIT a un
ratén de xenoinjerto GIST T1.

La figura 29 es una tabla de la eficacia de ADC de cKIT a una dosis eficaz baja en un modelo de xenoinjerto GIST T1.

La figura 30 muestra (A) la PK del anti—cKIT en un modelo de ratén de xenoinjerto GIST T1 (el panel izquierdo es una
ELISA anti-DMT1; (B) panel derecho es una ELISA anti-lgG1 humana.

La figura 31 A—C muestra (A) la actividad de NEG085-MCC-DM1, NEG024MCC-DM1 y NEG086—-MCC-DM1 en un
modelo de SCLC; (B) el cambio en el peso corporal durante el curso del tratamiento; (C) la expresién de cKIT sobre la
muestra del tumor.

La figura 32 es una tabla de un estudio de la eficacia de anti—-cKIT-ADC en SCLC NCI-H1048.

La figura 33A-B muestra (A) la respuesta a la dosis de NEG085—MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto NCI-H1048
(SCLC); (B) el cambio en el peso corporal durante el curso del tratamiento.

La figura 34 es una tabla que muestra un estudio de la eficacia de NEG085—MCC-DM1 en un modelo de ratén de
xenoinjerto NCI-1048 (SCLC).

La figura 35A-C muestra (A) la eficacia de 20376 y NEG024 en el modelo de ratén de xenoinjerto NCI-H526 (SCLC); (B)
la concentracion de anticuerpo en el suero después de la administracién; y (C) la IHC para cKIT mostrando la expresion
de los niveles de cKIT en el tumor H526.

La figura 36 muestra el ADC anti—cKIT en un modelo de xenoinjerto de cancer de pulmén de célula pequefia (SCLC).

La figura 37 muestra la eficacia del ADC anti—cKIT en un modelo de xenoinjerto de AML (Kasumi—1).

La figura 38 muestra la eficacia de ADC anti—cKIT en un modelo de xenoinjerto de ratéon de mastocitosis HMC—1.

La figura 39A/B muestra la eficacia de 20376-MCC—-DM1 reactivo cruzadamente en el ratdn, en el modelo de ratén de
xenoinjerto GIST T1 con (A) la dosificacién y volumen de tumor; y (B) el cambio en el peso corporal durante el curso de

tratamiento.

La figura 40A/B muestra (A) la eficacia de 20376—-MCC—-DM1 reactivo cruzadamente en el ratén en el modelo de ratén de
16
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xenoinjerto GIST T1 —PK; y (B) la concentracién de anticuerpo en el suero después de la administracion.
La figura 41 muestra un estudio de la eficacia de respuesta a la dosis en ratones SCID-beige GIST T1.

La figura 42A/B muestra (A) la eficacia en el modelo de raton de xenoinjerto GIST T1 (no hay eficacia cuando no esta
conjugado); y (B) el cambio en el peso corporal durante el curso del tratamiento.

La figura 43 es una comparacion de la eficacia en un modelo de xenoinjerto de ratén GIST T1 (MCC-DM1/SPDB-DM4
no marcado).

La figura 44A/B muestra (A) la eficacia en un modelo de xenoinjerto GIST 430 que compara SPDB-DM4 y MCC-DM1; y
(B) el cambio en el peso corporal durante el curso del tratamiento.

La figura 45 muestra la eficacia en el modelo de raton SCID-beige GIST 430.
La figura 46 son fotografias de la inmunotincién de la p—Histona H3 después de tratamiento con NEG085-MCC-DM1.

La figura 47 es una gréafica de detencidén mitética mostrada por tinciéon de la p—Histona H3 después de la administracion
de NEG085-MCC-DM1.

La figura 48A muestra la tincion de cKIT de un tumor GIST T1; la figura 48B muestra la respuesta a la dosis de NEG085—
MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto GIST T1; la figura 48C muestra el cambio en el peso corporal de los ratones
tratados con NEG085-MCC-DM1.

La figura 49A muestra la tincion de cKIT de un tumor GIST 430; la figura 49B muestra la respuesta a la dosis de NEG085—
MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto GIST 430; la figura 49C muestra el cambio en el peso corporal de los ratones
tratados con NEG085-MCC-DM1.

La figura 50A muestra la tincion de cKIT de un tumor NCI-H526 (cancer de pulmén de célula pequefa) (SCLC); la figura
50B muestra la respuesta a la dosis de NEG085-MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto NCI-H526; la figura 50C
muestra el cambio en el peso corporal de los ratones tratados con NEG085-MCC-DM1.

La figura 51A muestra la cantidad de IgG1 después de la administracion de NEG085—-MCC-DM1 en un modelo de
xenoinjerto NCI-H526; la figura 51B es una grafica de una ELISA anti-DM1 en el modelo de xenoinjerto NCI-H526
después de la administracion de NEG085—MCC-DM1.

La figura 52A es una gréafica que muestra la eficacia de NEG085-MCC-DM1 en un modelo de ratén de xenoinjerto de
AML primaria; la figura 52B muestra el cambio en el peso corporal de los ratones tratados con NEG085-MCC-DM1.

La figura 53 es una representacién de la estructura de cristal del Fab NEG085 en complejo con los dominios 1y 2 de
cKIT. Las cadenas pesadas de Fab estan en gris obscuro; las cadenas ligeras de Fab estan en blanco; y los dominios de
cKIT estan en gris claro. Los epitopos y paratopos estan en negro.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente divulgacion provee anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno), y
conjugados anticuerpo—farmaco que se unen a cKIT. En particular, la presente divulgacién esta dirigida a anticuerpos y
fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que se unen a cKIT y se internan después de
dicha unién. Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) de la presente
divulgacion se pueden usar para producir conjugados de anticuerpo—farmaco. Ademas, la presente divulgacion provee
conjugados anticuerpo—farmaco que tienen caracteristicas farmacocinéticas deseables y otros atributos deseables, y por
lo tanto se pueden usar para tratar el cancer que expresa cKIT, por ejemplo, sin limitacién: tumores estromales
gastrointestinales (GIST), cancer de pulmén de célula pequefia (SCLC), leucemia mieloide aguda (AML), melanoma,
leucemia de mastocitos (MCL), mastocitosis, neurofibromatosis, cancer de mama, cancer de pulmén de célula no pequefa
(NSCLC) y cancer pancreatico. La presente divulgacién provee ademas composiciones farmacéuticas que comprenden
los conjugados anticuerpo—farmaco y métodos de preparacién y uso de dichas composiciones farmacéuticas para el
tratamiento del cancer.

Conjugados anticuerpo—farmaco
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La presente divulgacion provee conjugados anticuerpo—farmaco, en donde un anticuerpo, fragmento de unién a antigeno
0 su equivalente funcional que se une especificamente a cKIT, esta enlazado a una porcién de farmaco. En un aspecto,
los anticuerpos, fragmentos de unién de antigeno o sus equivalentes funcionales son enlazados, mediante unién covalente
por medio de un enlazador, a una porciéon de farmaco que es un agente anticanceroso. Los conjugados anticuerpo—
farmaco pueden suministrar selectivamente una dosis eficaz de un agente anticanceroso (por ejemplo, un agente
citotéxico) a tejidos de tumor que expresan cKIT, con lo cual se puede lograr una mayor selectividad (y reducir la dosis
eficaz).

En un aspecto, la divulgacion provee un inmunoconjugado de formula (1):
Ab—(L—(D)m)n

en donde Ab representa un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a cKIT (por ejemplo, fragmento de unién a
antigeno) descrito en la presente;

L es un enlazador;
D es una porcién de farmaco;
m es un entero de 1-8; y

n es un entero de 1—20. En un aspecto, n es un entero de 1 a 10, de 2 a 8, o de 2 a 5. En un aspecto especifico, n es de
3 a 4. En algunos aspectos, m es 1. En algunos aspectos, mes 2, 3 0 4.

Aunque la proporcién de farmaco a anticuerpo tiene un valor entero exacto para una molécula conjugada especifica (por
ejemplo, n multiplicado por m en la férmula (1)), se entiende que el valor frecuentemente sera un valor promedio cuando
se utiliza para describir una muestra que contiene muchas moléculas, debido en cierto grado a la falta de homogeneidad
asociada tipicamente con el paso de conjugacion. La carga promedio para una muestra de un inmunoconjugado es
referida aqui como la proporcién de farmaco a anticuerpo, o “DAR”. En el aspecto de maitansinoides, esto se puede referir
como proporcidn de maitansinoide a anticuerpo o “MAR”. En algunos aspectos, la DAR es entre aproximadamente 1y
aproximadamente 5, y tipicamente es de aproximadamente 3, 3,5, 4, 4,5 0 5. En algunos aspectos, por lo menos 50% en
peso de una muestra es un compuesto que tiene la DAR promedio, mas o menos 2, y de preferencia por lo menos 50%
de la muestra es un conjugado que contiene la DAR promedio mas o0 menos 1. Otros aspectos incluyen inmunoconjugados
en donde la DAR es aproximadamente 3,5. En algunos aspectos, una DAR de “aproximadamente n” significa que el valor
medido para DAR esta dentro del 20% de n.

La presente divulgacién provee inmunoconjugados que comprenden los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por
ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) y sus equivalentes funcionales divulgados en la presente, enlazados o
conjugados con una porcién de farmaco. En un aspecto, la porcién de farmaco D es una porcién de farmaco maitansinoide,
que incluye los que contienen la estructura:

(0]
o P
N (CRz)m—S—g
o o |
\ Cl \ o
(@) N
(0]
=N
HO H/KO
/O

en donde la linea ondulada indica unién covalente del atomo de azufre del maitansinoide con un enlazador de un
conjugado anticuerpo—farmaco. R en cada ocurrencia es independientemente H o un alquilo de Ci—Cs. La cadena de
alquileno que une el grupo amida al atomo de azufre puede ser metanilo, etanilo o propanilo, esto es, mes 1,20 3
(patente de EE. UU. No. 633.410, patente de EE. UU. No. 5.208.020, Chari et al. (1992), Cancer Res. 52;127—131, Lui et
al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:8618-8623).
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Todos los esterecisdmeros de la porcién de farmaco maitansinoide estdn contemplados por los inmunoconjugados
divulgados: esto es, cualquier combinacion de configuraciones Ry S en los carbonos quirales del maitansinoide. En un
aspecto, la porcién de farmaco maitansinoide tiene la siguiente estereoquimica.

En otro aspecto, la porcién de farmaco maitansinoide es NZ?—desacetil-N?—(3—mercapto—1—oxopropil)—-maitansina
(conocido también como DM1). DM1 se representa con la siguiente formula estructural.
10

CHchzs_ g

DM1

En otro aspecto, la porcion de farmaco maitansinoide es N2—desacetil-N?—(4—mercapto—1—oxopentil)—maitansina
15 (también conocido como DM3). DM3 se representa con la siguiente formula estructural.

=4
oY)

20
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En otro aspecto, la porcion de farmaco maitansinoide es N*—desacetil-N?>—(4—metil-4—mercapto—1—oxopentil)—maitansina
(conocida también como DM4). DM4 se representa con la siguiente formula estructural.

DM4

La porcion de farmaco D puede estar enlazada al anticuerpo por medio de un enlazador L. L es cualquier porcién quimica
que sea capaz de enlazar el anticuerpo Ab a la porcién de farmaco D. El enlazador L une el anticuerpo Ab al farmaco D
por medio de enlaces covalentes. El reactivo enlazador es una porcion bifuncional o multifuncional que se puede usar
para enlazar una porcion de farmaco D y un anticuerpo Ab para formar conjugados anticuerpo—farmaco. Los conjugados
anticuerpo—farmaco se pueden preparar usando un enlazador que tiene una funcionalidad reactiva para unir la porcién de
farmaco D al anticuerpo Ab. Una cisteina, tiol o una amina, por ejemplo extremo N o cadena lateral de aminoacido tal
como lisina del anticuerpo, puede formar un enlace con un grupo funcional de un reactivo enlazador.

En un aspecto, L es un enlazador escindible. En otro aspecto, L es un enlazador no escindible. En algunos aspectos, L
es un enlazador Iabil al &cido, enlazador foto—labil, enlazador escindible por peptidasa, enlazador escindible por esterasa,
un enlazador de enlace disulfuro reducible, un enlazador hidréfilo, un enlazador procargado, o un enlazador a base de
acido dicarboxilico.

Los reactivos de entrelazamiento adecuados que forman un enlazador no escindible entre la porcién de farmaco D, por
ejemplo maitansinoide, y el anticuerpo Ab, son muy conocidos en la técnica, y pueden formar enlazadores no escindibles
que comprenden un atomo de azufre (SMCC) o los que estan sin un atomo de azufre. Los reactivos de entrelazamiento
preferidos que forman enlazadores no escindibles entre la porcién de farmaco D, por ejemplo maitansinoide, y el
anticuerpo Ab, comprenden una porcién basada en maleimido o haloacetilo. De acuerdo con la presente divulgacion,
estos enlazadores no escindibles se dice que son derivados de porciones basadas en maleimido o haloacetilo.

Los reactivos de entrelazamiento que comprenden una porcién basada en maleimido incluyen, sin limitacién, N-
succinimidil-4—(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (SMCC), sulfosuccinimidil-4—(N-maleimidometil)ciclohexano—1—
carboxilato (sulfo—-SMCC), N-succinimidi-4—(maleimidometil)ciclohexano—1—-carboxi—(6—amidocaproato), que es un
analogo de “cadena larga” de SMCC (LC—-SMCC), éster de N-succinimidilo de acido k—maleimidoundeconoico (KMUA),
éster de N-succinimidilo de acido y-maleimidobutirico (GMBS), éster de N-succinimidilo de acido e—maleimidocaproico
(EMCS), éster de m-—maleimidobenzoil-N—-hidroxisuccinimida (MBS), éster de N—(o—maleimidoacetoxi)—succinimida
(AMSA), succinimidil-6—(B—maleimidopropionamido)hexanoato (SMPH), N-succinimidil-4—(p—maleimidofenil)—butirato
(SMPB), N—(—p—maleomidofenil)isocianato (PMIP) y reactivos de entrelazamiento basados en maleimido que contienen
un espaciador de polietilenglicol, tal como MAL-PEG-NHS. Estos reactivos de entrelazamiento forman enlazadores no
escindibles derivados de porciones basadas en maleimido. Mas abajo se muestran estructuras representativas de
reactivos de entrelazamiento basados en maleimido.
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En otro aspecto, el enlazador L es derivado de N-succinimidil-4—(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (SMCC),
sulfosuccinimidil-4—(N—maleimidometil)ciclohexano—1—carboxilato (sulfo-SMCC) o MAL-PEG-NHS.

Los reactivos de entrelazamiento que comprenden una porcién basada en haloacetilo incluyen N—succinimidil—
yodoacetato (SIA), N—succinimidil(4—yodoacetil)aminobenzoato (SIAB), N-—succinimidil-bromoacetato (SBA) y N-
succinimidil-3—(bromoacetamido)propionato (SBAP). Estos reactivos de entrelazamiento forman un enlazador no
escindible derivado de porciones basadas en haloacetilo. Mas abajo se muestran estructuras representativas de reactivos
de entrelazamiento basados en haloacetilo.

0]

En un aspecto, el enlazador L se deriva de N-succinimidil-yodoacetato (SIA) o N-succinimidil(4—
yodoacetillaminobenzoato (SIAB).

Los reactivos de entrelazamiento adecuados que forman un enlazador escindible entre la porcién de farmaco D, por
ejemplo maitansinoide, y el anticuerpo Ab, son muy conocidos en la técnica. Los enlazadores que contienen disulfuro son
enlazadores escindibles por medio de intercambio de disulfuro, lo que puede ocurrir bajo condiciones fisiolégicas. De
acuerdo con la presente divulgacion, tales enlazadores escindibles se dice que derivan de porciones basadas en disulfuro.
Los reactivos de entrelazamiento de disulfuro adecuados incluyen N—succinimidil-3—(2—piridilditio)propionato (SPDP), N—
succinimidil-4—(2—piridilditio)pentanoato (SPP), N—succinimidil-4—(2—piridilditio)butanoato (SPDB) y N-succinimidil-4—
(2—piridilditio)2—sulfo—butanoato (sulfo-SPDB), cuyas estructuras se muestran mas abajo. Estos reactivos de
entrelazamiento de disulfuro forman un enlazador escindible derivado de porciones basadas en disulfuro.

O
(0]
N\OJ\/\S/S | N«
o) =

N—succinimidil-3—(2—piridilditio)propionato (SPDP)
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N-succinimidil-4—(2—piridilditio)pentanoato (SPP); y
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N-succinimidil-4—(2—piridilditio)2—sulfo—butanoato (sulfo—SPDB).
En un aspecto, el enlazador L es derivado de N—succinimidil-4—(2—piridilditio)butanoato (SPDB).
Los reactivos de entrelazamiento adecuados que forman un enlazador cargado entre la porcién de farmaco D, por ejemplo

maitansinoide, y el anticuerpo Ab, son conocidos como reactivos de entrelazamiento procargados. En un aspecto, el
enlazador L que se deriva del reactivo de entrelazamiento procargado es CX1-1. La estructura de CX1-1 es la siguiente.

0
0] H 0] H o
| N\/\)J\NWN\)LN/\[(N\/\”/Oﬁ
H H
0 0] 0] o)
o]

2,5—dioxopirrolidin—1—il-17—(2,5—-dioxo—2,5—dihidro—1H-pirrol-1-il)-5,8,11,14—tetraoxo—4,7,10,13—-tetraazaheptadecan—
1—oato (CX1-1)

En un aspecto provisto por la divulgacién, el conjugado se representa con cualquiera de las siguientes formulas
estructurales:
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en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a cKIT humano;

n, que indica el nimero de grupos D-L unidos al Ab por medio de la formacién de un enlace de amida con una amina
primaria del Ab, es un entero de 1 a 20. En un aspecto, n es un entero de 1 a 10, de 2 a 8, o de 2 a 5. En un aspecto
especifico, n es 3 0 4.

En un aspecto, la proporcion molar promedio de farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) a anticuerpo en el conjugado (es
decir, el valor w promedio, conocido también como proporcion de maitansinoide a anticuerpo (MAR)) es de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10, de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 (por ejemplo, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2,
2,3,24,25,26,2,7,28,2,9,3,0,3,1,3,2,3,3,34,3,5,3,6,3,7,3,8,3,9,40,4,1,42,43,44,45,46,4,7,4,8,4,9, 5,0,
51,52,5,3,5,4,5,5,5,6,5,7,5,8,5,9,6,0,6,1,6,2,6,3,6,4, 6,5, 6,6,6,7,6,8,6,9,7,0,71,72,73,7,4,75,76,7,7,7,8,
7,9, 8,0, o 8,1), de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 7, de aproximadamente 3 a aproximadamente 5, de
aproximadamente 2,5 a aproximadamente 4,5 (por ejemplo, aproximadamente 2,5, aproximadamente 2,6,
aproximadamente 2,7, aproximadamente 2,8, aproximadamente 2,9, aproximadamente 3,0, aproximadamente 3,1,
aproximadamente 3,3, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,7,
aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1, aproximadamente 4,2,
aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5), de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 4,0,
de aproximadamente 3,2 a aproximadamente 4,2, o de aproximadamente 4,5 a 5,5 (por ejemplo, aproximadamente 4,5,
aproximadamente 4,6, aproximadamente 4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5,0,
aproximadamente 5,1, aproximadamente 5,2, aproximadamente 5,3, aproximadamente 5,4, o aproximadamente 5,5).

En un aspecto provisto por la divulgacién, el conjugado tiene una pureza sustancialmente alta y tiene una o mas de las
siguientes caracteristicas: (a) mas de aproximadamente 90% (por ejemplo, mayor o igual que aproximadamente 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100%), de preferencia mas de aproximadamente 95% de las especies
conjugadas son monomeéricas; (b) el porcentaje de enlazador no conjugado en la preparacion del conjugado es menor de
aproximadamente 10% (por ejemplo, menor o igual que aproximadamente 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0 0%)
(con respecto al total del enlazador); (c) menos de 10% de las especies conjugadas estan entrelazadas (por ejemplo,
menor o igual que aproximadamente 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0 0%); (d) el porcentaje de farmaco libre
(por ejemplo, DM1 o DM4) en la preparacion del conjugado es menor de aproximadamente 2% (por ejemplo, menor o
igual que aproximadamente 1,5%, 1,4%, 1,3%, 1,2%, 1,1%, 1,0%, 0,9%, 0,8%, 0,7%, 0,6%, 0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,2%,
0,1% 0 0%) (mol/mol con respecto al total de agente citotoxico).

Como se usa en la presente, el término “enlazador no conjugado” se refiere al anticuerpo que esta unido covalentemente
a un enlazador derivado de un reactivo de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, Sulfo—-SMCC, SPDB, Sulfo—SPDB o
CX1-1), en donde el anticuerpo no esta acoplado covalentemente con el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) por medio
de un enlazador (esto es, el “enlazador no conjugado” puede ser representado por Ab—SMCC, Ab—SPDB, o Ab—CX1-1).

1. Porcién de farmaco
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La presente divulgaciéon provee inmunoconjugados que se unen especificamente a cKIT. Los inmunoconjugados de la
presente divulgacion comprenden anticuerpos anti—cKIT, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de
antigeno) o equivalentes funcionales que son conjugados con una porciéon de farmaco, por ejemplo, un agente
anticanceroso, un agente contra trastornos hematoldégicos, un agente de tratamiento autoinmune, un agente
antiinflamatorio, un agente antifingico, un agente antibacteriano, un agente antiparasitario, un agente antiviral o un agente
anestésico. Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ej., fragmentos de unién de antigeno) o equivalentes
funcionales pueden conjugarse con varias porciones de farmaco iguales o diferentes utilizando cualquiera de los métodos
conocidos en la técnica.

En ciertos aspectos, la porciéon de farmaco de los inmunoconjugados de la presente divulgacién es seleccionada de un
grupo que consiste en un inhibidor de V-ATPasa, un agente pro—apoptético, un inhibidor de Bcl2, un inhibidor de MCLA1,
un inhibidor de HSP90, un inhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un estabilizador de microtibulos, un desestabilizador
de microtubulos, una auristatina, una dolastatina, un maitansinoide, una MetAP (metionina aminopeptidasa), un inhibidor
de la exportacion nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de DPPIV, inhibidores del proteasoma, un inhibidor de
reacciones de transferencia de fosforilo en las mitocondrias, un inhibidor de la sintesis de proteinas, un inhibidor de
quinasa, un inhibidor de CDK2, un inhibidor de CDK9, un inhibidor de cinesina, un inhibidor de HDAC, un agente perjudicial
para el ADN, un agente alquilante de ADN, un intercalador de ADN, un enlazador de la ranura menor de ADN y un inhibidor
de DHFR.

En un aspecto, la porcion de farmaco de los inmunoconjugados de la presente divulgacion es una porcion de farmaco de
maitansinoide, tal como por ejemplo, pero sin limitacién, DM1, DM3 0 DM4.

Ademas, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) o equivalentes
funcionales de la presente divulgacién pueden ser conjugados con una porcion de farmaco que modifica una determinada
respuesta biolégica. Las porciones de farmaco no se consideran limitadas a los agentes terapéuticos quimicos clasicos.
Por ejemplo, la porcion de farmaco puede ser una proteina, péptido, o polipéptido que posee una actividad bioloégica
deseada. Estas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina como la abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas,
toxina del célera, o toxina de la difteria, una proteina como el factor de necrosis tumoral, a—interferén, B—interferéon, factor
de crecimiento de nervio, factor de crecimiento derivado de plaquetas, activador de plasminégeno de tejido, una citocina,
un agente apoptético, un agente anti-angiogénico, o un modificador de la respuesta bioldgica, tal como por ejemplo una
linfocina.

En un aspecto, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) o equivalentes
funcionales de la presente divulgacién se conjugan con una porcién de farmaco tal como una citotoxina, un farmaco (por
ejemplo, un inmunosupresor) o una radiotoxina. Los ejemplos de citotoxina incluyen, sin limitacion, taxanos (véanse, por
ejemplo, las solicitudes de patente internacionales (PCT) Nos. WO 01/38318 y PCT/US03/02675), agentes alquilantes de
ADN (por ejemplo, analogos de CC—1065), antraciclinas, analogos de tubulisina, analogos de duocarmicina, auristatina E,
auristatina F, maitansinoides, y agentes citotéxicos que comprenden una porcién reactiva de polietilenglicol (véase, por
ejemplo, Sasse et al., J. Antibiot. (Tokio), 53, 879-85 (2000), Suzawa et al., Bioorg. Med. Chem., 8, 2175-84 (2000),
Ichimura et al., J. Antibiot. (Tokio), 44, 1045-53 (1991), Francisco et al., Blood 2003 15;102(4):1458—65), patentes de EE.
UU. Nos. 5.475.092, 6.340.701, 6.372.738, y 6.436.931; publicacion de la solicitud de patente de EE. UU. No.
2001/0036923 A1, solicitudes pendientes de patente de EE. UU. Nos. 10/024.290 y 10/116.053, y solicitud de patente
internacional (PCT) No. WO 01/49698), taxon, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina,
etopédsido, tenopésido, vincristina, vinblastina, t. colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantracindiona,
mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
propranolol, y puromicina y analogos u homélogas de la misma. Los agentes terapéuticos también incluyen, por ejemplo,
anti-metabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6—mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5—fluorouracil decarbazina),
agentes de ablacion (por ejemplo, mecloretamina, tiotepa clorambucilo, meifalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU),
ciclofosfamida, busulfan, dibromomannitol, estreptozotocina, mitomicina C, y cis—diclorodiamina platino (Il) (DDP)
cisplatino, antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibioticos (por
ejemplo, dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)), y agentes anti—
mitoéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina) (véase por ejemplo, Seattle Genetics, US20090304721).

Otros ejemplos de citotoxinas que se pueden conjugar con los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (fragmentos de
unién de antigeno) o equivalentes funcionales de la presente divulgacién incluyen duocarmicinas, caliqueamicinas,
maitansinas y auristatinas, y derivados de los mismos.

Varios tipos de citotoxinas, enlazadores y los métodos para conjugar agentes terapéuticos con anticuerpos son conocidos
en la técnica; véase, por ejemplo, Saito et al., (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail et al., (2003) Cancer Immunol.
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Immunother. 52:328-337; Payne, (2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, (2002) Nat. Rev. Cancer 2:750-763; Pastan y
Kreitman, (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089—1091; Senter y Springer, (2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247—-264.

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) o equivalentes funcionales de
la presente divulgacién también se pueden conjugar con un isétopo radioactivo para generar agentes radiofarmacéuticos
citotéxicos llamados radioinmunoconjugados. Los ejemplos de is6topos radioactivos que se pueden conjugar con los
anticuerpos para su uso diagnéstico o terapéutico incluyen, sin limitacién, yodo—131, indio—111, itrio—90 y lutecio—177.
Los métodos para preparar radioinmunoconjugados estan establecidos en la técnica. Estan disponibles comercialmente
radioinmunoconjugados ejemplares que incluyen Zevalin™ (IDEC Pharmaceuticals) y Bexxar™ (Corixa Pharmaceuticals),
y se pueden usar métodos similares para preparar radioinmunoconjugados usando los anticuerpos divulgados en la
presente. En ciertos aspectos, el quelante macrociclico es el acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano—N,N’,N”,N"”’"—
tetraacético (DOTA), que se puede unir al anticuerpo por medio de una molécula enlazadora. Tales moléculas enlazadoras
son conocidas comunmente y se describen en Denardo et al., (1998) Clin Cancer Res. 4(10):2483-90; Peterson et al.,
(1999) Bioconjug. Chem. 10(4):553-7; y Zimmerman et al., (1999) Nucl. Med. Biol. 26(8):943-50, cada una incorporada
como referencia en su totalidad.

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) o equivalentes funcionales de
la presente divulgacién también se pueden conjugar con una proteina o polipéptido heterélogo (o fragmento del mismo,
preferiblemente un polipéptido de por lo menos 10, por lo menos 20, por lo menos 30, por lo menos 40, por lo menos 50,
por lo menos 60, por lo menos 70, por lo menos 80, por lo menos 90 o por lo menos 100 aminoacidos) para generar
proteinas de fusién. En particular, la presente divulgacion provee proteinas de fusion que comprenden un fragmento de
anticuerpo (por ejemplo, fragmento de unién a antigeno) descrito en la presente (por ejemplo, un fragmento Fab, un
fragmento Fd, fragmento Fv, fragmento F(ab)2, un dominio VH, una CDR VH, un dominio VL o una CDR VL) y una
proteina, polipéptido o péptido heterdlogo.

Se pueden generar proteinas de fusion adicionales por medio de las técnicas de barajado de genes, barajado de motivos,
barajado de exones, o barajado de codones (referidos colectivamente como “barajado de ADN”). Se puede usar barajado
de ADN para alterar la actividad de los anticuerpos de la presente divulgacién o fragmentos de los mismos (por ejemplo,
anticuerpos o fragmentos de los mismos con afinidades mas altas y velocidades de disociacion mas bajas); véase en
general las patentes de EE. UU. Nos. 5.605.793, 5.811.238, 5.830.721, 5.834.252 y 5.837.458; Patten et al. (1997) Curr.
Opinion Biotechnol. 8:724-33; Harayama (1998), Trends Biotechnol. 16(2):76-82; Hansson, et al. (1999), J. Mol. Biol.
287:265-76; y Lorenzo y Blasco (1998), Biotechniques 24(2):308-313 (cada una de estas patentes y publicaciones se
incorporan aqui como referencia en su totalidad). Los anticuerpos o fragmentos de los mismos, o los anticuerpos o
fragmentos de los mismos codificados, se pueden alterar antes de la recombinaciéon sometiéndolos a mutagénesis
aleatoria por PCR de propensién de error, insercién de nucledtido al azar u otros métodos. Un polinucleétido que codifica
un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a un antigeno se puede recombinar con uno o mas
componentes, motivos, secciones, partes, dominios, fragmentos, etc., de una o mas moléculas heterélogas.

Mas aun, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno), o equivalentes
funcionales de la presente divulgacién, se pueden conjugar con secuencias marcadoras, tales como un péptido, para
facilitar la purificaciéon. En aspectos preferidos, la secuencia de aminoacidos del marcador es un péptido de hexa-histidina,
tal como la etiqueta provista en un vector pQE (QIAGEN®, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311), entre otros,
muchos de los cuales estan disponibles comercialmente. Como se describe en Gentz et al. (1989), Proc Natl Acad. Sci.
USA 86:821-824, por ejemplo, la hexa—histidina permite una purificacién conveniente de la proteina de fusion. Otras
etiquetas de péptido Utiles para la purificacion incluyen, sin limitacion, la etiqueta de hemaglutinina (“HA”), que corresponde
a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la influenza (Wilson et al. (1984), Cell 37:767), y la etiqueta “FLAG”
(A. Einhauer et al., J. Biochem. Biophys. Methods 49: 455-465, 2001). Como se describe en la presente divulgacién, los
anticuerpos o fragmentos de unién de antigeno también se pueden conjugar con péptidos penetrantes de tumor para
intensificar su eficacia.

En otros aspectos, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno), o
equivalentes funcionales de la presente divulgacién se conjugan con un agente diagnéstico o detectable. Tales
inmunoconjugados pueden ser Utiles para monitorear o pronosticar el inicio, desarrollo, avance o severidad de una
enfermedad o trastorno como parte de un procedimiento de andlisis clinico, tal como la determinacion de la eficacia de
una terapia particular. Tal diagnéstico y deteccién puede lograrse acoplando el anticuerpo con sustancias detectables que
incluyen, sin limitacién, varias enzimas tales como por ejemplo, sin limitaciéon, peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina,
beta—galactosidasa o acetilcolinesterasa; grupos prostéticos tales como por ejemplo, sin limitacion, estreptavidina/biotina
y avidina/biotina; materiales fluorescentes tales como por ejemplo, sin limitacion, Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 405, Alexa
Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 500, Alexa Fluor 514, Alexa Fluor 532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555, Alexa
Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 610, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680, Alexa
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Fluor 700, Alexa Fluor 750, umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; materiales luminiscentes tales como por ejemplo, sin limitacién, luminol;
materiales bioluminiscentes tales como por ejemplo, sin limitacién, luciferasa, luciferina y aequorina; materiales
radioactivos tales como por ejemplo, sin limitacion, yodo (1311, 1251, 123] y 121|), carbono ('*C), azufre (35S), tritio (°H), indio
("8In, "3In, "2In y ""1In), tecnecio (%Tc), talio (°'Tl), galio (%8Ga, $7Ga), paladio (1%*Pd), molibdeno (**Mo), xenoén (133Xe),
flor (18F), 153Sm, ‘77Lu, 159Gd, ‘49Pm, ‘4°La, 175Yb, 166HO, QOY, 47SC, 186Re, 188Re, 142 PI’, 105Rh, 97RU, 68Ge, 57C0, Bszn, 853r,
32p, 153Gd, '%9Yb, 5'Cr, 5*Mn, 75Se, ¢4Cu, "3Sn y ''7Sn; y metales que emiten positrones usando varias tomografias de
emision de positrones, y iones de metales paramagnéticos no radioactivos.

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) o equivalentes funcionales de
la presente divulgacion también se pueden adherir a soportes sélidos, que son particularmente Utiles para inmunoensayos
o purificacion del antigeno objetivo. Estos soportes sélidos incluyen, sin limitacién, vidrio, celulosa, poliacrilamida, nylon,
poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

2. Enlazador

Como se usa en la presente, un “enlazador” es cualquier porcidon quimica que es capaz de enlazar un anticuerpo,
fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de uniéon de antigeno) o equivalente funcional, con otra porcién, tal
como una porcion de farmaco. Los enlazadores pueden ser susceptibles de escision (enlazador escindible), tal como
escision inducida por acido, escision foto—inducida, escisién inducida por peptidasa, escisién inducida por esterasa, y
escision de enlace disulfuro, en condiciones en las que el compuesto o el anticuerpo permanece activo. Alternativamente,
los enlazadores pueden ser sustancialmente resistentes a la escision (por ejemplo, enlazador estable o enlazador no
escindible). En algunos aspectos, el enlazador es un enlazador procargado, un enlazador hidréfilo, o un enlazador a base
de &cido dicarboxilico.

En un aspecto, el enlazador usado se deriva de un reactivo de entrelazamiento tal como N-succinimidil-3—(2—
piridilditio)propionato (SPDP), N-succinimidil-4—(2—piridilditio)pentanoato (SPP), N—succinimidil-4—(2—
piridilditio)butanoato  (SPDB), N-succinimidil-4—(2—piridilditio)—2—sulfo—butanoato  (sulfo—-SPDB), N-succinimidil—
yodoacetato (SIA), N-—succinimidil(4—yodoacetil)Jaminobenzoato (SIAB), maleimida PEG NHS, N-succinimidil-4—
(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (SMCC), N-sulfosuccinimidil-4—(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (sulfo—
SMCC) o) 2,5—dioxopirrolidin—1—il-17—(2,5-dioxo—2,5—dihidro—1H-pirrol-1-il)-5,8,11,14—tetraoxo—4,7,10,13—
tetraazaheptadecan—1-oato (CX1-1). En otro aspecto, el enlazador usado se deriva de un agente de entrelazamiento tal
como N-succinimidil-3—(2—piridilditio)propionato  (SPDP), N-—succinimidil-4—(maleimidometil)ciclohexancarboxilato
(SMCC), N-sulfosuccinimidil-4—(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (sulfo—SMCC), N-succinimidil-4—(2—piridilditio)—
2-sulfo-butanoato  (sulfo-SPDB) o 2,5-dioxopirrolidin—1—il-17—(2,5—dioxo—2,5—dihidro—1H—pirrol-1-il)-5,8,11,14—
tetraoxo—4,7,10,13—-tetraazaheptadecan—1-oato (CX1-1).

Los enlazadores no escindibles son cualquier porcién quimica capaz de enlazar un farmaco, tal como un maitansinoide,
a un anticuerpo, de una manera covalente, estable, y que no entran dentro de las categorias arriba mencionadas de
enlazadores escindibles. De esta manera, los enlazadores no escindibles son sustancialmente resistentes a la escision
inducida por acido, escisién foto—inducida, escision inducida por peptidasa, escision inducida por esterasa, y escision de
enlace disulfuro. Ademas, no escindible se refiere a la capacidad del enlace quimico en el enlazador o adjunto al enlazador
para resistir la escisién inducida por un &cido, agente de escision fotolabil, una peptidasa, una esterasa, o un compuesto
quimico o fisiolégico que escinde un enlace disulfuro, en condiciones en las cuales el farmaco, tal como maitansionoide o
el anticuerpo, no pierde su actividad.

Los enlazadores labiles al acido son enlazadores escindibles a pH &cido. Por ejemplo, ciertos compartimentos
intracelulares tales como los endosomas y lisosomas tienen un pH acido (pH 4-5), y proveen las condiciones adecuadas
para escindir los enlazadores labiles al acido.

Los enlazadores foto—labiles son enlazadores que son Utiles en la superficie del cuerpo y en muchas cavidades del cuerpo
que son accesibles para la luz. Por otra parte, la luz infrarroja puede penetrar el tejido.

Algunos enlazadores pueden ser escindidos por peptidasas, es decir, enlazadores escindibles por peptidasa. Sélo ciertos
péptidos se escinden faciimente dentro o fuera de las células, por ejemplo, véase Trout et al., 79 Proc. Natl. Acad.Sci.
USA, 626-629 (1982), y Umemoto et al. 43 Int. J. Cancer, 677—684 (1989). Ademas, los péptidos estan compuestos de
o—aminodcidos y enlaces peptidicos, que son quimicamente enlaces de amida entre el carboxilato de un aminoécido y el
grupo amino de un segundo aminoacido. Se entiende que otros enlaces de amida, tales como el enlace entre un
carboxilato y el grupo e—amino de la lisina, no son enlaces peptidicos y se consideran no escindibles.
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Algunos enlazadores pueden ser escindidos por esterasas, es decir, enlazadores escindibles por esterasa. Una vez mas,
solo ciertos ésteres pueden ser escindidos por esterasas presentes dentro o fuera de las células. Los ésteres se forman
por la condensacién de un acido carboxilico y un alcohol. Los ésteres simples son ésteres producidos con alcoholes
simples, tales como alcoholes alifaticos, y alcoholes aromaticos pequefios y ciclicos pequefios.

Los enlazadores procargados se derivan de reactivos de entrelazamiento cargados que conservan su carga después de
su incorporacion en un conjugado de anticuerpo—farmaco. Ejemplos de enlazadores procargados se pueden encontrar en
el documento US 2009/0274713.

3. Conjugacién y preparacién de ADC

Los conjugados de la presente divulgacién se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos conocidos en la
técnica, tales como los descritos en las patentes de EE. UU. Nos. 7.811.572, 6.411.163, 7.368.565 y 8.163.888, y las
publicaciones de las solicitudes de EE. UU. 2011/0003969, 2011/0166319, 2012/0253021 y 2012/0259100. La totalidad
de las ensefianzas de estas patentes y publicaciones de solicitudes de patente se incorporan aqui como referencia.

Proceso de un solo paso

En un aspecto, los conjugados de la presente divulgacion se pueden preparar mediante un proceso de un solo paso. El
proceso comprende la combinacion del anticuerpo, el farmaco y el agente de entrelazamiento en un medio
sustancialmente acuoso, que contiene opcionalmente uno o mas codisolventes, a un pH adecuado. En un aspecto, el
proceso comprende el paso de poner en contacto el anticuerpo de la presente divulgacion con un farmaco (por ejemplo,
DM1 o DM4) para formar una primera mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco, y luego poner en contacto la
primera mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco con un agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo—
SMCC, SPDB, sulfo—SPDB o CX1-1) en una solucién que tiene un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 9, para
proveer una mezcla que comprende (i) el conjugado (por ejemplo, Ab—-MCC-DM1, Ab—SPDB-DM4 o0 Ab—CX1-1-DM1),
(i) farmaco libre (por ejemplo, DM1 o DM4), y (iii) subproductos de la reaccion.

En un aspecto, el proceso de un paso comprende poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (por ejemplo, DM1 o
DM4) y luego el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—SPDB o CX1-1), en una
solucién que tiene un pH de aproximadamente 6 o mayor (por ejemplo, de aproximadamente 6 a aproximadamente 9,
aproximadamente 6 a aproximadamente 7, aproximadamente 7 a aproximadamente 9, aproximadamente 7 a
aproximadamente 8,5, aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,5, aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,0,
aproximadamente 8,0 a aproximadamente 9,0, o aproximadamente 8,5 a aproximadamente 9,0), Por ejemplo, el proceso
comprende poner en contacto un agente de uniéon a células con el farmaco (DM1 o DM4) y luego el agente de
entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o CX1-1) en una solucion que tiene un pH de
aproximadamente 6,0, aproximadamente 6,1, aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,3, aproximadamente 6,4,
aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,7, aproximadamente 6,8, aproximadamente 6,9,
aproximadamente 7,0, aproximadamente 7,1, aproximadamente 7,2, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,4,
aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,6, aproximadamente 7,7, aproximadamente 7,8, aproximadamente 7,9,
aproximadamente 8,0, aproximadamente 8,1, aproximadamente 8,2, aproximadamente 8,3, aproximadamente 8,4,
aproximadamente 8,5, aproximadamente 8,6, aproximadamente 8,7, aproximadamente 8,8, aproximadamente 8,9, o
aproximadamente 9,0. En otro aspecto, el proceso comprende poner en contacto un agente de unién a células con el
farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) y luego el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo—~SMCC, SPDB, sulfo—
SPDB o CX1-1), en una soluciéon que tiene un pH de aproximadamente 7,8 (por ejemplo, un pH de 7,6 a 8,0 o un pH de
7,7a7,9).

El proceso de un solo paso (es decir, el contacto del anticuerpo con el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) y luego el
agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo—~SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o CX1-1) se puede llevar cabo a
cualquier temperatura adecuada conocida en la técnica. Por ejemplo, el proceso de un solo paso puede ocurrir a
aproximadamente 20 °C o0 menos (por ejemplo, de aproximadamente —10 °C (a condiciéon de que se evite la congelacion
de la solucién, por ejemplo, por la presencia del disolvente organico utilizado para disolver el agente citotdxico y el reactivo
de entrelazamiento bifuncional) a aproximadamente 20 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 18 °C, de
aproximadamente 4 °C a aproximadamente 16 °C), a temperatura ambiente (por ejemplo, de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 30 °C, o de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 25 °C), o0 a una temperatura elevada (por
ejemplo, de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 37 °C). En un aspecto, el proceso de un solo paso se produce
a una temperatura de aproximadamente 16 °C a aproximadamente 24 °C (por ejemplo, aproximadamente 16 °C,
aproximadamente 17 °C, aproximadamente 18 °C, aproximadamente 19 °C, aproximadamente 20 °C, aproximadamente
21 °C, aproximadamente 22 °C, aproximadamente 23 °C, aproximadamente 24 °C, o aproximadamente 25 °C). En otro
aspecto, el proceso de un solo paso se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 15 °C o menor (por ejemplo,
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de aproximadamente —10 °C a aproximadamente 15 °C, o de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 15 °C). Por
ejemplo, el proceso comprende poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) y luego el
agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo—-SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o CX1-1) a una temperatura de
aproximadamente 15 °C, aproximadamente 14 °C, aproximadamente 13 °C, aproximadamente 12 °C, aproximadamente
11 °C, aproximadamente 10 °C, aproximadamente 9 °C, aproximadamente 8 °C, aproximadamente 7 °C,
aproximadamente 6 °C, aproximadamente 5 °C, aproximadamente 4 °C, aproximadamente 3 °C, aproximadamente 2 °C,
aproximadamente 1 °C, aproximadamente 0 °C, aproximadamente —1 °C, aproximadamente -2 °C, aproximadamente —3
°C, aproximadamente -4 °C, aproximadamente -5 °C, aproximadamente —6 °C, aproximadamente —7 °C,
aproximadamente —8 °C, aproximadamente —9 °C, o aproximadamente —10 °C, a condicién de que se evite la congelacion
de la solucion, por ejemplo, por la presencia de los disolventes organicos utilizados para disolver el agente de
entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo—~SMCC, sulfo—SPDB SPDB, o CX1-1). En un aspecto, el proceso comprende
poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) y luego el agente de entrelazamiento (por
ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o CX1-1) a una temperatura de aproximadamente —10 °C a
aproximadamente 15 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 15 °C, de aproximadamente 0 °C a
aproximadamente 10 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 5 °C, de aproximadamente 5 °C a
aproximadamente 15 °C, de aproximadamente 10 °C a aproximadamente 15 °C, o de aproximadamente 5 °C a
aproximadamente 10 °C. En otro aspecto, el proceso comprende poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (por
ejemplo, DM1 o DM4) y luego el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o
CX1-1) a una temperatura de aproximadamente 10 °C (por ejemplo, una temperatura de 8 °C a 12 °C o una temperatura
de 9°C ai1°C).

En un aspecto, el contacto descrito anteriormente se efectla proporcionando el anticuerpo, después poniendo en contacto
el anticuerpo con el farmaco (por ejemplo, DM1 0 DM4) para formar una primera mezcla que comprende el anticuerpo y
el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4), y luego poner en contacto la primera mezcla que comprende el anticuerpo vy el
farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) con el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—
SPDB o CX1-1). Por ejemplo, en un aspecto, el anticuerpo se provee en un recipiente de reaccion, el farmaco (por
ejemplo, DM1 o DM4) se afiade al recipiente de reaccién (poniéndolo en contacto asi con el anticuerpo), y luego el agente
de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o CX1-1) se afade a la mezcla que
comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) (poniéndolo en contacto asi con la mezcla que
comprende el anticuerpo y el farmaco). En un aspecto, el anticuerpo se provee en un recipiente de reaccion, y el farmaco
(por ejemplo, DM1 o DM4) se afiade al recipiente de reacciéon inmediatamente después de proveer el anticuerpo al
recipiente. En otro aspecto, el anticuerpo se provee en un recipiente de reaccion, y el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4)
se afiade al recipiente de reaccion después de un intervalo de tiempo, después suministrando el anticuerpo al recipiente
(por ejemplo, aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos, aproximadamente 20 minutos,
aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 50 minutos, aproximadamente 1 hora,
aproximadamente 1 dia, o mas, después de proveer el agente de union celular al espacio). El farmaco (por ejemplo, DM1
o DM4) puede afadirse rapidamente (es decir, dentro de un intervalo de tiempo corto, tal como aproximadamente 5
minutos, aproximadamente 10 minutos) o lentamente (por ejemplo, mediante el uso de una bomba).

La mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) puede entonces ponerse en contacto con
el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—-SPDB o CX1-1), ya sea inmediatamente
después de poner en contacto con el anticuerpo con el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4), o en algiin momento posterior
(por ejemplo, aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 8 horas o mas) después de poner en contacto el anticuerpo
con el farmaco (por ejemplo, DM1 o0 DM4). Por ejemplo, en un aspecto, el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC,
sulfo—SMCC, SPDB, sulfo—-SPDB o CX1-1) se afiade a la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo,
DM1 o DM4) inmediatamente después de la adicion del farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) al recipiente de reaccion que
comprende el anticuerpo. Alternativamente, la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo, DM1 o
DM4) puede ponerse en contacto con el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—
SPDB o CX1-1) en aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos, aproximadamente 20 minutos,
aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas,
aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas,
aproximadamente 8 horas o més, después de poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4).

Después de que la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo, DM1 0 DM4) se pone en contacto con
el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o CX1-1), la reaccion se deja
proceder durante aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4
horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas,
aproximadamente 9 horas, aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 13 horas, aproximadamente 14 horas, aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas,
aproximadamente 17 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas,
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aproximadamente 21 horas, aproximadamente 22 horas, aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas, 0 mas
(por ejemplo, aproximadamente 30 horas, aproximadamente 35 horas, aproximadamente 40 horas, aproximadamente 45
horas, o aproximadamente 48 h).

En un aspecto, el proceso de un solo paso comprende ademas un paso de apagado para apagar cualquier farmaco que
no ha reaccionado (por ejemplo, DM1 o0 DM4) o agente de entrelazamiento que no ha reaccionado (por ejemplo, SMCC,
sulfo—SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o CX1-1). El paso de apagado se realiza tipicamente antes de la purificacién del
conjugado. En un aspecto, la mezcla se apaga poniendo en contacto la mezcla con un reactivo de apagado. Tal como se
usa en la presente, el "reactivo de apagado"” se refiere a un reactivo que reacciona con el farmaco (por ejemplo, DM1 o
DM4) o agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—SPDB o CX1-1) libres. En un aspecto,
se pueden usar reactivos de apagado de maleimida o haloacetamida, tales como &cido 4—maleimidobutirico, acido 3—
maleimidopropiénico, N—etil-maleimida, yodoacetamida, o acido yodoacetamidopropidnico, para asegurar que cualquier
grupo que no ha reaccionado (por ejemplo, tiol) en el farmaco (por ejemplo, DM1 o0 DM4) sea apagado. El paso de apagado
puede ayudar a prevenir la dimerizacion del farmaco (por ejemplo, DM1). EI DM1 dimerizado puede ser dificil de separar.
Tras el apagado con reactivos cargados polares de apagado de tiol (tales como &cido 4— maleimidobutirico o acido 3—
maleimidopropiénico), el exceso, DM1 que no ha reaccionado, es convertido en un aducto polar cargado soluble en agua,
que se puede separar facilmente del conjugado enlazado covalentemente durante el paso de purificacion. También se
puede utilizar apagado con reactivos de apagado de tiol no polares y neutros. En un aspecto, la mezcla se apaga poniendo
en contacto la mezcla con un reactivo de apagado que reacciona con el agente de entrelazamiento que no ha reaccionado
(por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o CX1-1). Por ejemplo, se pueden afnadir a la mezcla nucledfilos
para apagar cualquier SMCC que no ha reaccionado. El nucledfilo es preferiblemente un nucleéfilo que contiene un grupo
amino, tal como lisina, taurina e hidroxilamina.

En otro aspecto, la reaccion (es decir, el contacto del anticuerpo con el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) y luego el
agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—SPDB o0 CX1-1)) se deja para proceder hasta
la terminacién antes de poner en contacto la mezcla con un reactivo de apagado. A este respecto, el reactivo de apagado
se afiade a la mezcla en aproximadamente 1 hora a aproximadamente 48 horas (por ejemplo, aproximadamente 1 hora,
aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas,
aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas, aproximadamente 9 horas,
aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 13 horas,
aproximadamente 14 horas, aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 17 horas,
aproximadamente 18 horas, aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 21 horas,
aproximadamente 22 horas, aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas, o de aproximadamente 25 horas a
aproximadamente 48 horas) después de que la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo, DM1 o
DM4) se pone en contacto con el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—SPDB o
CX1-1).

Alternativamente, la mezcla se apaga reduciendo el pH de la mezcla a aproximadamente 5,0 (por ejemplo, 4,8, 4,9, 5,0,
5,1 0 5,2). En otro aspecto, la mezcla se apaga reduciendo el pH a menos de 6,0, menos de 5,5, menos de 5,0, menos
de 4,8, menos de 4,6, menos de 4,4, menos de 4,2, menos de 4,0. Alternativamente, el pH se reduce de aproximadamente
4.0 (por ejemplo, 3,8, 3,9, 4,0, 4,1 o 4,2) a aproximadamente 6,0 (por ejemplo, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1 o 6,2), de
aproximadamente 4,0 a aproximadamente 5,0, de aproximadamente 4,5 (por ejemplo, 4,3, 4,4, 4,5, 46 o0 4,7) a
aproximadamente 5,0, En un aspecto, la mezcla se apaga reduciendo el pH de la mezcla a 4,8. En otro aspecto, la mezcla
se apaga reduciendo el pH de la mezcla a 5,5.

En un aspecto, el proceso de un solo paso comprende ademas un paso de retencién para liberar del anticuerpo los
enlazadores unidos de forma inestable. El paso de retencion comprende retener la mezcla antes de la purificacion del
conjugado (por ejemplo, después del paso de reaccién, entre el paso de reaccién y el paso de apagado, o después del
paso de apagado). Por ejemplo, el proceso comprende (a) poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (por ejemplo,
DM1 o DM4) para formar una mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo, DM1 0 DM4); y luego poner
en contacto la mezcla que comprende el anticuerpo y farmaco (por ejemplo, DM1 0 DM4) con el agente de entrelazamiento
(por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo-SPDB o CX1-1), en una solucién que tiene un pH de aproximadamente
4 a aproximadamente 9, para proveer una mezcla que comprende (i) el conjugado (por ejemplo, Ab—MCC-DM1, Ab—
SPDB-DM4 o Ab—CX1-1-DM1), (ii) el farmaco libre (por ejemplo, DM1 o DM4 ), y (iii) subproductos de la reaccion; (b)
retener la mezcla preparada en el paso (a) para liberar los enlazadores unidos de forma inestable del agente de unién a
células, y (c) purificar la mezcla para proveer un conjugado purificado.

En otro aspecto, el proceso comprende (a) poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4)

para formar una mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo, DM1 0 DM4); y luego poner en contacto

la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) con el agente de entrelazamiento (por
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ejemplo, SMCC, sulfo—-SMCC, SPDB, sulfo—SPDB o CX1-1), en una solucién que tiene un pH de aproximadamente 4 a
aproximadamente 9, para proveer una mezcla que comprende (i) el conjugado, (ii) el farmaco libre (por ejemplo, DM1 o
DM4), y (iii) subproductos de la reaccion; (b) apagar la mezcla preparada en el paso (a) para apagar cualquier farmaco
que no ha reaccionado (por ejemplo, DM1 o DM4) o agente de entrelazamiento que no ha reaccionado (por ejemplo,
SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—SPDB o CX1-1); (c) retener la mezcla preparada en el paso (b) para liberar los
enlazadores unidos de forma inestable desde el agente de unién a células; y (d) purificar la mezcla para proveer un
conjugado purificado (por ejemplo, Ab—-MCC—-DM1, Ab—SPDB-DM4 o Ab—CX1-1-DM1).

Alternativamente, el paso de retencién se puede realizar después de la purificacion del conjugado, seguido por un paso
de purificacion adicional.

En otro aspecto se deja que la reaccion prosiga hasta su finalizacién antes del paso de retencién. En este sentido, el paso
de retencion se puede realizar en aproximadamente 1 hora a aproximadamente 48 horas (por ejemplo, aproximadamente
1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas,
aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas, aproximadamente 9 horas,
aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 13 horas,
aproximadamente 14 horas, aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 17 horas,
aproximadamente 18 horas, aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 21 horas,
aproximadamente 22 horas, aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas, o de aproximadamente 24 horas a
aproximadamente 48 horas) después de que la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (por ejemplo, DM1 o
DM4) se pone en contacto con el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—-SPDB o
CX1-1).

El paso de retencion comprende mantener la solucién a una temperatura adecuada (por ejemplo, de aproximadamente 0
2C a aproximadamente 37 °C) durante un periodo adecuado (por ejemplo, aproximadamente 1 hora a aproximadamente
1 semana, de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 8
horas, o de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 4 horas) para liberar los enlazadores unidos de forma inestable
del anticuerpo pero sin liberar sustancialmente los enlazadores unidos establemente del anticuerpo. En un aspecto, el
paso de retencion comprende mantener la solucion a aproximadamente 20 °C o menos (por ejemplo, de aproximadamente
0 °C a aproximadamente 18 °C, de aproximadamente 4 °C a aproximadamente 16 °C), a temperatura ambiente (por
ejemplo, de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C, o de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 25 °C),
0 a una temperatura elevada (por ejemplo, de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 37 °C). En un aspecto, el paso
de retencién comprende mantener la solucién a una temperatura de aproximadamente 16 °C a aproximadamente 24 °C
(por ejemplo, aproximadamente 15 °C, aproximadamente 16 °C, aproximadamente 17 °C, aproximadamente 18 °C,
aproximadamente 19 °C, aproximadamente 20 °C, aproximadamente 21 °C, aproximadamente 22 °C, aproximadamente
23 °C, aproximadamente 24 °C, o aproximadamente 25 °C). En otro aspecto, el paso de retencién comprende mantener
la solucion a una temperatura de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 8 °C (por ejemplo, aproximadamente 0 °C,
aproximadamente 1 °C, aproximadamente 2 °C, aproximadamente 3 °C, aproximadamente 4 °C, aproximadamente 5 °C,
aproximadamente 6 °C, aproximadamente 7 °C, aproximadamente 8 °C, aproximadamente 9 °C, o aproximadamente 10
°C). En otro aspecto, el paso de retencién comprende mantener la solucién a una temperatura de aproximadamente 37
°C (por ejemplo, aproximadamente 34 °C, aproximadamente 35 °C, aproximadamente 36 °C, aproximadamente 37 °C,
aproximadamente 38 °C, aproximadamente 39 °C, o aproximadamente 40 °C).

La duracién del paso de retencién depende de la temperatura y el pH al que se efectda el paso de retencion. Por ejemplo,
la duracion del paso de retencién se puede reducir sustancialmente efectuando el paso de retenciéon a temperatura
elevada; la temperatura maxima sera limitada por la estabilidad del conjugado de agente de unién a célula—agente
citotoxico. El paso de retencion puede comprender mantener la solucién por aproximadamente 1 hora a aproximadamente
1 dia (por ejemplo, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4
horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas,
aproximadamente 9 horas, aproximadamente 10 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 14 horas,
aproximadamente 16 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 22 horas, o
aproximadamente 24 horas), de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 12 horas
a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 14 horas a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 16
horas a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 18 horas a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente
20 horas a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 1 semana, de aproximadamente
20 horas a aproximadamente 1 semana, de aproximadamente 12 horas a aproximadamente 1 semana (por ejemplo,
aproximadamente 12 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 24 horas,
aproximadamente 2 dias, aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias, aproximadamente 5 dias, aproximadamente
6 dias, o aproximadamente 7 dias), o de aproximadamente 1 dia a aproximadamente 1 semana.
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En un aspecto, el paso de retencidén comprende mantener la solucién a una temperatura de aproximadamente 2 °C a
aproximadamente 8 °C durante un periodo de por lo menos aproximadamente 12 horas hasta una semana. En otro
aspecto, el paso de retenciébn comprende mantener la solucién a una temperatura de aproximadamente 2 °C a
aproximadamente 8 °C durante la noche (por ejemplo, de aproximadamente 12 a aproximadamente 24 horas, de
preferencia aproximadamente 20 horas).

El valor de pH para el paso de retencién es, de preferencia, de aproximadamente 4 a aproximadamente 10. En un aspecto,
el valor de pH para el paso de retencién es aproximadamente 4 o mayor, pero menor de aproximadamente 6 (por ejemplo,
de 4 a 5,9) o aproximadamente 5 o mayor, pero menor de aproximadamente 6 (por ejemplo, de 5 a 5,9). En otro aspecto,
los valores de pH para el paso de retencion varian de aproximadamente 6 a aproximadamente 10 (por ejemplo, de
aproximadamente 6,5 a aproximadamente 9, de aproximadamente 6 a aproximadamente 8). Por ejemplo, los valores de
pH para el paso de retencién pueden ser de aproximadamente 6, aproximadamente 6,5, aproximadamente 7,
aproximadamente 7,5, aproximadamente 8, aproximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5, o
aproximadamente 10.

En otros aspectos, el paso de retencién puede comprender incubar la mezcla a 25 °C a un pH de aproximadamente 6—
7,5 durante aproximadamente 12 horas a aproximadamente 1 semana; incubar la mezcla a 4 °C a un pH de
aproximadamente 4.5-5,9 durante aproximadamente 5 horas a aproximadamente 5 dias; o incubar la mezcla a 25 °C a
un pH de aproximadamente 4.5-5,9 durante aproximadamente 5 horas a aproximadamente 1 dia.

El proceso de un solo paso puede incluir, opcionalmente, la adicion de sacarosa al paso de reaccion para aumentar la
solubilidad y la recuperacion de los conjugados. De manera deseable, la sacarosa se afiade a una concentracion de
aproximadamente 0,1% (p/v) a aproximadamente 20% (p/v) (por ejemplo, aproximadamente 0,1% (p/v), 1% (p/v), 5%
(p/v), 10% (p/v), 15% (p/v), 0 20% (p/v)). Preferiblemente, la sacarosa se agrega a una concentracion de aproximadamente
1% (p/v) a aproximadamente 10% (p/v) (por ejemplo, aproximadamente 0,5% (p/v), aproximadamente 1% (p/v),
aproximadamente 1,5% (p/v), aproximadamente 2% (p/v), aproximadamente 3% (p/v), aproximadamente 4% (p/v),
aproximadamente 5% (p/v), aproximadamente 6% (p/v), aproximadamente 7% (p/v), aproximadamente 8% (p/v),
aproximadamente 9% (p/v), aproximadamente 10% (p/v), o aproximadamente 11% (p/v)). Ademas, el paso de reaccién
puede comprender también la adicién de un agente amortiguador. Cualquier agente amortiguador adecuado conocido en
la técnica se puede utilizar. Agentes amortiguadores adecuados incluyen, por ejemplo, un amortiguador de citrato, un
amortiguador de acetato, un amortiguador de succinato y un amortiguador de fosfato. En un aspecto, el agente
amortiguador se selecciona del grupo que consiste en HEPPSO (acido N-(2-hidroxietil)piperazin—N'—(2—
hidroxipropansulfénico)), POPSO (acido piperazin—1,4—bis—(2—hidroxi—propan—sulfénico) deshidratado), HEPES (acido
4—(2-hidroxietil)piperazin—1—etansulfénico), HEPPS (EPPS) (acido 4—(2—hidroxietil)piperazin—1—propansulfénico), TES
(acido N—{tris(hidroximetil)metill-2—aminoetansulfénico), y una combinacién de los mismos.

El proceso de un solo paso puede comprender ademas el paso de purificar la mezcla para proveer el conjugado purificado
(por ejemplo, Ab—MCC-DM1, Ab—SPDB-DM4 o Ab—CX1-1-DM1). Se puede usar cualquier método de purificacion
conocido en la técnica para purificar los conjugados de la presente divulgacién. En un aspecto, los conjugados de la
presente divulgacion utilizan filtracion de flujo tangencial (TFF), cromatografia no adsorbente, cromatografia de adsorcién,
filtracién de adsorcion, precipitacion selectiva, o cualquier otro proceso de purificacion adecuado, asi como combinaciones
de los mismos. En otro aspecto, antes de someter los conjugados al proceso de purificacion descrito anteriormente, los
conjugados se filtran primero a través de una o0 mas membranas de PVDF. Alternativamente, los conjugados se filtran a
través de una o mas membranas de PVDF después de someter los conjugados al proceso de purificacion descrito
anteriormente. Por ejemplo, en un aspecto, los conjugados se filtran a través de una o mas membranas de PVDF y
después se purifican usando filtracién de flujo tangencial. Alternativamente, los conjugados se purifican usando filtracién
de flujo tangencial y luego se filtran a través de una 0 mas membranas de PVDF.

Para la purificacién se puede utilizar cualquier sistema de TFF adecuado, incluyendo: un sistema de tipo Pellicon®
(Millipore, Billerica, MA), un sistema Sartocon® Cassette (Sartorius AG, Edgewood, NY), y un sistema de tipo
Centrasette® (Pall Corp., East Hills, NY).

Para la purificacion se puede utilizar cualquier resina de cromatografia de adsorcién adecuada. Resinas de cromatografia
de adsorcién preferidas incluyen cromatografia de hidroxiapatita, cromatografia de induccion de carga hidréfoba (HCIC),
cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC), cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de intercambio i6nico
de modo mixto, cromatografia de afinidad con metal inmovilizado (IMAC), cromatografia de ligando de colorante,
cromatografia de afinidad, cromatografia de fase inversa, y combinaciones de las mismas. Ejemplos de resinas de
hidroxiapatita adecuadas incluyen hidroxiapatita de ceramica (CHT Tipo | y Tipo I, Bio—Rad Laboratories, Hercules, CA),
hidroxiapatita HA Ultrogel® (Pall Corp., East Hills, NY), y fluoroapatita de ceramica (CFT Tipo | y Tipo Il, Bio—Rad
Laboratories, Hercules, CA). Un ejemplo de una resina HCIC adecuada es la resina MEP Hypercel® (Pall Corp., East
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Hills, NY). Ejemplos de resinas HIC adecuadas incluyen las resinas Butyl-Sepharose, Hexyl-Sepaharose, Phenyl-
Sepharose y Octyl Sepharose (todas de GE Healthcare, Piscataway, NJ), y también las resinas Macro—prep® Metil y
Macro—Prep® t—Butyl (Biorad Laboratories, Hercules, CA). Ejemplos de resinas de intercambio i6nico adecuadas incluyen
las resinas SP—Sepharose®, CM—-Sepharose®, y Q—Sepharose® (todas de GE Healthcare, Piscataway, NJ), y la resina
Unosphere® S (Bio—Rad Laboratories, Hercules, CA). Ejemplos de intercambioderes i6nicos de modo mixto adecuados
incluyen la resina Bakerbond® ABx (JT Baker, Phillipsburg NJ). Ejemplos de resinas IMAC adecuadas incluyen la resina
Chelating Sepharose ® (GE Healthcare, Piscataway, NJ) y la resina Profinity® IMAC (Bio—Rad Laboratories, Hercules,
CA). Ejemplos de resinas de ligando de colorante adecuadas incluyen la resina Blue Sepharose (GE Healthcare,
Piscataway, NJ) y la resina Affi-gel Blue (Bio—Rad Laboratories, Hercules, CA). Ejemplos de resinas de afinidad
adecuadas incluyen la resina Protein A Sepharose (por ejemplo, MabSelect, GE Healthcare, Piscataway, NJ) y las resinas
de afinidad de lectina, por ejemplo la resina Lentil Lectin Sepharose® (GE Healthcare, Piscataway, NJ), en donde el
anticuerpo lleva sitios de unién de lectina apropiados. Ejemplos de resinas de fase inversa adecuadas incluyen las resinas
C4, C8 y C18 (Grace Vydac, Hesperia, CA).

Para la purificacion se puede utilizar cualquier resina de cromatografia no adsorbente adecuada. Ejemplos de resinas de
cromatografia no adsorbente adecuadas incluyen, pero no se limitan a: SEPHADEX™ G-25, G-50, G-100, resinas
SEPHACRYL™ (por ejemplo, S—200 y S—-300), resinas SUPERDEX™ (por ejemplo, SUPERDEX™ 75 y SUPERDEX™
200), resinas BIO-GEL® (por ejemplo, P-6, P-10, P-30, P-60, y P-100), y otras conocidas por los expertos en la técnica.

Proceso de dos pasos y proceso en una marmita

En un aspecto, los conjugados de la presente divulgacién se pueden preparar como se describe en la patente de EE. UU.
7.811.572 y la publicacién de la solicitud de patente de EE. UU. No. 2006/0182750. El proceso comprende las pasos de:
(a) poner en contacto el anticuerpo de la presente divulgacién con el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC,
sulfo-SMCC, SPDB, sulfo—SPDB o CX1-1) para unir covalentemente el enlazador (es decir, Ab—SMCC, Ab—SPDB o Ab—
CX1-1) al anticuerpo y de este modo preparar una primera mezcla que comprende el anticuerpo que tiene el enlazador
unido al mismo; (b) opcionalmente someter la primera mezcla a un proceso de purificacién para preparar una primera
mezcla purificada del anticuerpo que tiene el enlazador unido al mismo; (c) conjugar el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4)
con el anticuerpo que tiene el enlazador unido al mismo en la primera mezcla haciendo reaccionar el anticuerpo que tiene
el enlazador unido al mismo con el farmaco (por ejemplo, DM1 o DM4) en una solucidon que tiene un pH de
aproximadamente 4 a aproximadamente 9, para preparar una segunda mezcla que comprende (i) el conjugado (por
ejemplo, Ab—MCC-DM1, Ab—SPDB-DM4 o Ab—-CX1-1-DM1), (ii) el farmaco libre (por ejemplo, DM1 o DM4), y (iii)
subproductos de la reaccion; y (d) someter la segunda mezcla a un proceso de purificacion para purificar el conjugado de
los otros componentes de la segunda mezcla. Alternativamente, el paso de purificacion (b) puede omitirse. Cualquier
método de purificacién descrito en la presente puede ser usado para los pasos (b) y (d). En una modalidad, se usa TFF
para ambos pasos (b) y (d). En otra modalidad se usa TFF para el paso (b) y cromatografia de absorcion (por ejemplo,
CHT) para el paso (d).

Reactivo de un paso y proceso in situ

En un aspecto, los conjugados de la presente divulgacion se pueden preparar conjugando el compuesto farmaco—
enlazador preformado (por ejemplo, SMCC-DM1, Sulfo—-SMCC-DM1, SPDB-DM4 o CX1-1-DM1) con el anticuerpo de
la presente divulgacién, como se describe en la patente de EE. UU. 6.441.163 y las publicaciones de solicitud de patente
de EE. UU. Nos. 2011/0003969 y 2008/0145374, seguido por un paso de purificacién. Se puede usar cualquier método
de purificacién descrito en la presente. El compuesto farmaco—enlazador se prepara haciendo reaccionar el farmaco (por
ejemplo, DM1 o DM4) con el agente de entrelazamiento (por ejemplo, SMCC, Sulfo—-SMCC, SPDB, Sulfo—SPDB o CX1-
1). El compuesto farmaco—enlazador (por ejemplo, SMCC-DM1, Sulfo-SMCC-DM1, SPDB-DM4 o CX1-1-DM1)
opcionalmente se somete a purificacion antes de ser conjugado con el anticuerpo.

4. Caracterizacion y seleccién de anticuerpos deseables y conjugados anticuerpo—farmaco

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) o conjugados de anticuerpo—
farmaco de la presente divulgacién pueden ser caracterizados y seleccionados por sus propiedades fisicas/quimicas o
sus actividades biolégicas mediante varios ensayos conocidos en la técnica.

Por ejemplo, la actividad de unién de un anticuerpo de la presente divulgacion a su antigeno se puede probar por medio
de los métodos conocidos, tales como ELISA, FACS, Biacore o Western blot.

Los animales transgénicos y las lineas celulares son particularmente Gtiles para tamizar los conjugados de anticuerpo—
farmaco (ADC) que tienen potencial como tratamientos profilacticos o terapéuticos de la sobreexpresion de antigenos
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asociados a tumores y los receptores de superficie celular del cancer. El tamizado de un ADC Uutil puede implicar la
administracion de un ADC candidato en una escala de dosis al animal transgénico, y ensayar en varios puntos de tiempo
los efectos del ADC sobre la enfermedad o trastorno que esta siendo evaluado. Alternativamente, o adicionalmente, el
farmaco puede administrarse antes de o simultaneamente con la exposicion a un inductor de la enfermedad, si es
aplicable. EI ADC candidato puede ser tamizado en serie y de forma individual, o en paralelo bajo un formato de tamizado
de medio o alto rendimiento.

Un aspecto es un método de tamizado que comprende: (a) trasplantar células de una linea celular de cancer estable o
tumor de paciente humano que expresa cKIT (por ejemplo, una linea de células o fragmento de tumor GIST, una linea
celular o fragmento de tumor de melanoma, células de AML primarias) a un animal no humano; (b) administrar un ADC
farmaco candidato al animal no humano; y (c) determinar la capacidad del candidato para inhibir el crecimiento de tumores
de la linea celular trasplantada. La presente divulgacion también abarca un método de tamizado de candidatos de ADC
para el tratamiento de una enfermedad o trastorno caracterizado por la sobreexpresién de cKit, que comprende (a) poner
en contacto células de una linea celular de cancer estable que expresa cKit, con un farmaco candidato; y (b) evaluar la
capacidad del ADC candidato para inhibir el crecimiento de la linea celular estable.

Otro aspecto es un método de tamizado que comprende (a) poner en contacto células de una linea celular de cancer
estable que expresa cKit, con un ADC farmaco candidato; y (b) evaluar la capacidad del ADC candidato para bloquear la
activacion de ligando de cKit. En otro aspecto se evalla la capacidad del ADC candidato para bloquear la fosforilaciéon de
tirosina estimulada por ligando.

Un aspecto adicional es un método de tamizado que comprende (a) poner en contacto células de una linea celular de
cancer estable que expresa cKit con un ADC farmaco candidato; y (b) evaluar la capacidad del ADC candidato para inducir
la muerte celular. En un aspecto se evalla la capacidad del ADC candidato para inducir la apoptosis.

El ADC candidato puede ser tamizado al ser administrado al animal transgénico en una escala de dosis, y evaluar la
respuesta fisiolégica del animal a los compuestos con el tiempo. En algunos casos, puede ser apropiado administrar el
compuesto conjuntamente con cofactores que aumentarian la eficacia del compuesto. Si las lineas celulares derivadas
de los animales transgénicos sujeto se utilizan para tamizar ADC Utiles en el tratamiento de diversos trastornos asociados
con la sobreexpresion de cKit, los ADC de prueba se afiaden al medio de cultivo celular en un momento apropiado, y se
evalla la respuesta celular a los ADC con el tiempo utilizando los ensayos bioquimicos o histolégicos apropiados.

De esta manera, la presente divulgacion provee ensayos para la identificacién de ADC que hacen blanco y se unen
especificamente a cKit, y la sobreexpresion de cKit en las células tumorales.

Anticuerpos de cKIT

La presente divulgacion provee anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno)
que se unen especificamente a cKit humano. Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de
unién a antigeno) de la presente divulgacion incluyen, pero sin limitacion, los anticuerpos monoclonales humanos o
fragmentos de los mismos, aislados como se describe en los ejemplos mas abajo.

La presente divulgacion, en ciertos aspectos, provee anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de
unién de antigeno) que se unen especificamente a cKit, dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo,
fragmentos de unién de antigeno) comprenden un dominio VH que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
9, 28, 46, 64, 82, 100, 118 0 136 (tabla 1). La presente divulgacion también provee anticuerpos o fragmentos de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que se unen especificamente a cKit, dichos anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) comprenden una CDR de VH que tiene una secuencia de
aminoacidos de cualquiera de las CDR de VH mostradas en la tabla 1. En aspectos particulares, la presente divulgacion
provee anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unidon de antigeno) que se unen
especificamente a cKit, dichos anticuerpos comprendiendo (0, alternativamente, consisten en) uno, dos, tres, cuatro, cinco
o mas CDR de VH que tienen una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR de VH mostradas en la tabla 1,
mas abajo.

La presente divulgacién provee anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno)

que se unen especificamente a cKit, dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién

de antigeno) comprenden un dominio VL que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, 37, 55, 73, 91, 109,

127 o 145 (tabla 1). La presente divulgacion también provee anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo,

fragmentos de unién de antigeno) que se unen especificamente a cKit, dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo

(por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) comprenden una CDR de VL que tiene una secuencia de aminoacidos
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de cualquiera de las CDR de VL mostradas en la Tabla 1, mas abajo. En particular, la divulgacién provee anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que se unen especificamente a cKit, dichos
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) comprenden (o alternativamente,
consisten en) uno, dos, tres 0 mas CDR de VL que tienen una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR de
VL mostradas en la tabla 1.

Otros anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) de la presente divulgacion
incluyen aminoacidos que han sido mutados, sin embargo, tienen por lo menos 60, 70, 80, 90 o 95 por ciento de identidad
en las regiones CDR con las regiones CDR representadas en las secuencias descritas en la tabla 1. En algunos aspectos
incluye secuencias de aminoacidos mutantes en donde no més de 1, 2, 3, 4 o 5 amino&cidos han sido mutados en las
regiones CDR en comparacion con las regiones CDR representadas en la secuencia descrita en la tabla 1.

La presente divulgacién también provee secuencias de &cidos nucleicos que codifican VH, VL, la cadena pesada de

longitud completa y la cadena ligera de longitud completa de los anticuerpos que se unen especificamente a cKit. Tales
secuencias de acido nucleico pueden ser optimizadas para su expresion en células de mamifero.
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Tabla 1: Ejemplos de anticuerpos anti—cKIT

(humanizada)

9P3
SEQ ID NO 3: (Kabat) HCDRI1 DYYMA
SEQ ID NO 4: (Kabat) HCDR2 NINYDGSSTYYLDSLKS
SEQ ID NO 5: (Kabat) HCDR3 GDYYGTTYWYFDV
SEQ ID NO 6: (Chothia) | HCDR1 GFTFSDY
SEQ ID NO 7: (Chothia) | HCDR2 NYDGSS
SEQ ID NO 8: (Chothia) | HCDR3 GDYYGTTYWYFDV
SEQ ID NO 9: VH EVRLVESEGGLVQPRSSMKLSCTASGFTFSDYYMAWVRQVP
EKGLEWVANINYDGSSTYYLDSLKSRFIISRDNAKNILYLQM
SSLKSEDTATYYCARGDYYGTTYWYFDVWGTGTTVTVSS
SEQ ID NO 10 Cadena VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
pesada DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
constante YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
SEQID NO 11: Cadena EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMAWVRQA
pesada PGKGLEWVANINYDGSSTYYLDSVKGRFTISRDNAKNSLYL

QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

SEQID NO 12: (Kabat) | LCDRI RASQDISNYLN
SEQID NO 13: (Kabat) | LCDR2 YTSRLQS
SEQID NO 14: (Kabat) | LCDR3 QQGKKLWS
SEQID NO 15: (Chotia) | LCDR1 SQDISNY
SEQID NO 16: (Chotia) | LCDR2 YTS

SEQID NO 17: (Chotia) | LCDR3 GKKLW

36




ES 2701051 T3

SEQID NO 18: VL DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLNWYQQKPDG
TVKLLIYYTSRLQSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIAT
YFCQQGKKLWSFGGGTKLEIKR
SEQ ID NO:19 Cadena ligera | ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
constante SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
SEQ ID NO 20: Cadena ligera | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGK
(VK1 APKLLIYYTSRLQSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFAT
humanizada) YYCQQGKKLWSFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGEC
SEQ ID NO 21: ADN Cadena | EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISNYLNWYQQKPGQ
ligera (VK3 APRLLIYYTSRLQSGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVY
NEGO009 YCQQGKKLWSFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
humanizada) | ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC
NEG024
SEQ ID NO 22: (Kabat) HCDRI1 DYYMA
SEQ ID NO 23: (Kabat) HCDR2 NINQIAGSTYYLDSVRG
SEQ ID NO 24: (Kabat) HCDR3 GDYYGTTYWYFDV
SEQ ID NO 25: HCDRI1 GFTFSDY
(Chothia)
SEQ ID NO 26: HCDR2 NQIAGS
(Chothia)
SEQ ID NO 27: HCDR3 GDYYGTTYWYFDV
(Chothia)
SEQ ID NO 28: VH EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMAWVRQA

PGKGLEWVANINQIAGSTY YLDSVRGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SS
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SEQ ID NO 29:

Cadena
pesada

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMAWVRQA
PGKGLEWVANINQIAGSTY YLDSVRGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

SEQ ID NO 30:

ADN Cadena
pesada

GAAGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGAGGCCTGGTGCAG
CCTGGCGGCTCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCT
TCACCTTCAGCGACTACTACATGGCCTGGGTCCGACAGGC
CCCTGGCAAGGGCCTGGAATGGGTGGCCAATATCAACCA
AATCGCCGGCAGCACCTACTACCTGGACAGCGTGAGAGG
CCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAGCCT
GTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGCGCCAGAGGCGATTACTACGGCACCACC
TACTGGTACTTCGACGTGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGA
CCGTCAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCC
CCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGC
CGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGT
ACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCC
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGA
GCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCC
AGAGCTGCTGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAG
GTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCA
GAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAAC
AGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACC
AGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGAAAAGACCATCA
GCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACA
CCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGA
CATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAA
CAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGG
CAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
CACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTG
AGCCTGTCCCCCGGCAAG
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SEQ ID NO 31: (Kabat)

LCDRI1

RASQDISNYLN

SEQ ID NO 32: (Kabat)

LCDR2

YTSRLQS

SEQ ID NO 33: (Kabat)

LCDR3

QQGKKLWS

SEQ ID NO 34: (Chothia)

LCDRI1

SQDISNY

SEQ ID NO 35: (Chothia)

LCDR2

YTS

SEQ ID NO 36: (Chothia)

LCDR3

GKKLW

SEQ ID NO 37:

VL

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISNYLNWYQQKPGQ
APRLLIYYTSRLQSGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVY
YCQQGKKLWSFGGGTKVEIK

SEQ ID NO 38:

Cadena
ligera

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISNYLNWYQQKPGQ
APRLLIYYTSRLQSGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVY
YCQQGKKLWSFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK

DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

SEQ ID NO 39:

ADN
Cadena
ligera

GAGATCGTGATGACCCAGAGCCCCGCCACCCTGAGCCTG
AGCCCTGGCGAAAGAGCCACCCTGTCCTGCAGAGCCAGC
CAGGACATCAGCAACTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCCAGGCCCCCAGACTGCTGATCTACTACACCAGCC
GGCTGCAGAGCGGCATCCCCGCCAGATTTTCTGGCAGCGG
CAGCGGCACCGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGGA
ACCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGGGCAA
GAAGCTGTGGTCCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAAT
CAAGCGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCC
CCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTG
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGG
TGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACA
GCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCA
CCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCG
ACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCC
ACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACA
GGGGCGAGTGC

NEG026

SEQ ID NO 40: (Kabat)

HCDRI1

DYYMA

SEQ ID NO 41: (Kabat)

HCDR2

NINQNTGSTYYVDSVQG

SEQ ID NO 42: (Kabat)

HCDR3

GDYYGTTYWYFDV

SEQ ID NO 43: (Chothia)

HCDR1

GFTFSDY
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SEQ ID NO 44: HCDR2 NQNTGS

(Chothia)

SEQ ID NO 45: HCDR3 GDYYGTTYWYFDV

(Chothia)

SEQ ID NO 46: VH EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDY YMAWVRQA
PGKGLEWVANINQNTGSTYY VDSVQGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SS

SEQ ID NO 47: Cadena EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDY YMAWVRQA

pesada PGKGLEWVANINQNTGSTYY VDSVQGRFTISRDNAKNSLYL

QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK
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SEQ ID NO 48:

ADN
Cadena
pesada

GAAGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGAGGCCTGGTGCAG
CCTGGCGGCTCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCT
TCACCTTCAGCGACTACTACATGGCCTGGGTCCGACAGGC
CCCTGGCAAGGGCCTGGAATGGGTGGCCAATATCAACCA
AAACACCGGCAGCACCTACTACGTGGACAGCGTGCAAGG
CCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAGCCT
GTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGCGCCAGAGGCGATTACTACGGCACCACC
TACTGGTACTTCGACGTGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGA
CCGTCAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCC
CCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGC
CGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGT
ACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCC
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGA
GCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCC
AGAGCTGCTGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAG
GTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCA
GAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAAC
AGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACC
AGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGAAAAGACCATCA
GCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACA
CCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGA
CATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAA
CAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGG
CAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
CACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTG
AGCCTGTCCCCCGGCAAG

SEQ ID NO 49: (Kabat)

LCDRI1

RASQDISNYLN

SEQ ID NO 50: (Kabat)

LCDR2

YTSRLQS

SEQ ID NO 51: (Kabat)

LCDR3

QQGKKLWS

SEQ ID NO 52: (Chothia)

LCDRI1

SQDISNY

SEQ ID NO 53: (Chothia)

LCDR2

YTS

SEQ ID NO 54: (Chothia)

LCDR3

GKKLW
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SEQ ID NO 55:

VL

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISNYLNWYQQKPGQ
APRLLIYYTSRLQSGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVY
YCQQGKKLWSFGGGTKVEIK

SEQ ID NO 56:

Cadena
ligera

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISNYLNWYQQKPGQ
APRLLIYYTSRLQSGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVY
YCQQGKKLWSFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO 57:

ADN
Cadena
ligera

GAGATCGTGATGACCCAGAGCCCCGCCACCCTGAGCCTG
AGCCCTGGCGAAAGAGCCACCCTGTCCTGCAGAGCCAGC
CAGGACATCAGCAACTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCCAGGCCCCCAGACTGCTGATCTACTACACCAGCC
GGCTGCAGAGCGGCATCCCCGCCAGATTTTCTGGCAGCGG
CAGCGGCACCGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGGA
ACCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGGGCAA
GAAGCTGTGGTCCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAAT
CAAGCGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCC
CCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTG
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGG
TGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACA
GCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCA
CCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCG
ACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCC
ACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACA
GGGGCGAGTGC

NEG027

SEQ ID NO 58: (Kabat)

HCDR1

DYYMA

SEQ ID NO 59: (Kabat)

HCDR2

SINQNTGSTYYLDSVRG

SEQ ID NO 60: (Kabat)

HCDR3

GDYYGTTYWYFDV

SEQ ID NO 61: (Chothia)

HCDR1

GFTFSDY

SEQ ID NO 62: (Chothia)

HCDR2

NQNTGS

SEQ ID NO 63: (Chothia)

HCDR3

GDYYGTTYWYFDV

SEQ ID NO 64:

VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMAWVRQA
PGKGLEWVASINQNTGSTYYLDSVRGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SS
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SEQ ID NO 65:

Cadena
pesada

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMAWVRQA
PGKGLEWVASINQNTGSTYYLDSVRGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTITYWYFDVWGQGTTVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

SEQ ID NO 66:

ADN Cadena
pesada

GAAGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGAGGCCTGGTGCAG
CCTGGCGGCTCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCT
TCACCTTCAGCGACTACTACATGGCCTGGGTCCGACAGGC
CCCTGGCAAGGGCCTGGAATGGGTGGCCAGTATCAACCA
AAACACCGGCAGCACCTACTACCTGGACAGCGTGCGAGG
CCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAGCCT
GTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGCGCCAGAGGCGATTACTACGGCACCACC
TACTGGTACTTCGACGTGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGA
CCGTCAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCC
CCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGC
CGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGT
ACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCC
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGA
GCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCC
AGAGCTGCTGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAG
GTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCA
GAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAAC
AGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACC
AGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGAAAAGACCATCA
GCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACA
CCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGA
CATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAA
CAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGG
CAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
CACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTG
AGCCTGTCCCCCGGCAAG
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SEQ ID NO 67: (Kabat)

LCDRI1

RASQDISNYLN

SEQ ID NO 68: (Kabat)

LCDR2

YTSRLQS

SEQ ID NO 69: (Kabat)

LCDR3

QQGKKLWS

SEQ ID NO 70: (Chothia)

LCDRI1

SQDISNY

SEQ ID NO 71: (Chothia)

LCDR2

YTS

SEQ ID NO 72: (Chothia)

LCDR3

GKKLW

SEQ ID NO 73:

VL

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISNYLNWYQQKPGQ
APRLLIYYTSRLQSGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVY
YCQQGKKLWSFGGGTKVEIK

SEQ ID NO 74:

Cadena
ligera

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISNYLNWYQQKPGQ
APRLLIYYTSRLQSGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLEP
EDFAVYYCQQGKKLWSFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSP
VTKSENRGEC

SEQ ID NO 75:

ADN
Cadena
ligera

GAGATCGTGATGACCCAGAGCCCCGCCACCCTGAGCCTG
AGCCCTGGCGAAAGAGCCACCCTGTCCTGCAGAGCCAGC
CAGGACATCAGCAACTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCCAGGCCCCCAGACTGCTGATCTACTACACCAGCC
GGCTGCAGAGCGGCATCCCCGCCAGATTTTCTGGCAGCGG
CAGCGGCACCGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGGA
ACCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGGGCAA
GAAGCTGTGGTCCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAAT
CAAGCGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCC
CCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTG
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGG
TGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACA
GCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCA
CCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCG
ACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCC
ACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACA
GGGGCGAGTGC

NEG085

SEQ ID NO 76: (Kabat)

HCDRI1

GYYMA

SEQ ID NO 77: (Kabat)

HCDR2

NINYPGSSTYYLDSVKG

SEQ ID NO 78: (Kabat)

HCDR3

GDYYGTTYWYFDV

SEQ ID NO 79: (Chothia)

HCDRI1

GFAFSGY
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SEQ ID NO 80: (Chothia)

HCDR2

NYPGSS

SEQ ID NO 81: (Chothia)

HCDR3

GDYYGTTYWYFDV

SEQ ID NO 82:

VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFSGYYMAWVRQA
PGKGLEWVANINYPGSSTYYLDSVKGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SS

SEQ ID NO 83:

Cadena
pesada

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFAFSGYYMAWVRQA
PGKGLEWVANINYPGSSTYYLDSVKGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

SEQ ID NO 84:

ADN
Cadena
pesada

GAAGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGAGGCCTGGTGCAG
CCTGGCGGCTCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCT
TCGCCTTCAGCGGCTACTACATGGCCTGGGTCCGACAGGC
CCCTGGCAAGGGCCTGGAATGGGTGGCCAACATCAACTA
CCCCGGCAGCAGCACCTACTACCTGGACAGCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAGCCT
GTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGCGCCAGAGGCGATTACTACGGCACCACC
TACTGGTACTTCGACGTGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGA
CCGTCAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCC
CCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGC
CGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGT
ACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCC
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGA
GCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCC
AGAGCTGCTGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAG
GTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCA
GAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAAC
AGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACC
AGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGAAAAGACCATCA
GCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACA
CCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGA
CATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAA
CAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGG
CAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
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SEQ ID NO 85: (Kabat)

LCDRI1

RASQSISSYLN

SEQ ID NO 86: (Kabat)

LCDR2

YTSRLQS

SEQ ID NO 87: (Kabat)

LCDR3

QQGRRLWS

SEQ ID NO 88: (Chothia)

LCDRI1

SQSISSY

SEQ ID NO 89: (Chothia)

LCDR2

YTS

SEQ ID NO 90: (Chothia)

LCDR3

GRRLW

SEQ ID NO 91:

VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGK
APKLLIYYTSRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGRRLWSFGGGTKVEIK

SEQ ID NO 92:

Cadena
ligera

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGK

APKLLIYYTSRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGRRLWSFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT

ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK

DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

SEQ ID NO 93:

ADN
Cadena
ligera

GATATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAGCGCC
AGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACCTGTCGGGCCAGC
CAGAGCATCAGCAGCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACTACACCAGCC
GGCTGCAGAGCGGCGTGCCCAGCAGATTTTCTGGCAGCG
GCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCA
GCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGGCCGC
CGCCTGTGGTCCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATC
AAGCGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCC
CCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGG
TGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGT
GCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAG
CCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCAC
CTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGA
CTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCA
CCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAG
GGGCGAGTGC

NEG086

SEQ ID NO 94: (Kabat)

HCDRI1

DYYMA

SEQ ID NO 95: (Kabat)

HCDR2

NINQIAGSTYYVDSVQG

SEQ ID NO 96: (Kabat)

HCDR3

GDYYGTTYWYFDV

SEQ ID NO 97: (Chothia)

HCDRI1

GFTFSDY

46




ES 2701051 T3

SEQ ID NO 98: (Chothia)

HCDR2

NQIAGS

SEQ ID NO 99: (Chothia)

HCDR3

GDYYGTTYWYFDV

SEQ ID NO 100:

VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMAWVRQA
PGKGLEWVANINQIAGSTYYVDSVQGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SS

SEQ ID NO 101:

Cadena
pesada

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMAWVRQA
PGKGLEWVANINQIAGSTYYVDSVQGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSP
GK

SEQ ID NO 102:

ADN
Cadena
pesada

GAAGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGAGGCCTGGTGCAG
CCTGGCGGCTCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCT
TCACCTTCAGCGACTACTACATGGCCTGGGTCCGACAGGC
CCCTGGCAAGGGCCTGGAATGGGTGGCCAATATCAACCA
AATCGCCGGCAGCACCTACTACGTGGACAGCGTGCAAGG
CCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAGCCT
GTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGCGCCAGAGGCGATTACTACGGCACCACC
TACTGGTACTTCGACGTGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGA
CCGTCAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCC
CCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGC
CGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGT
ACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCC
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGA
GCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCC
AGAGCTGCTGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAG
GTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCA
GAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAAC
AGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACC
AGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGAAAAGACCATCA
GCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACA
CCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGA
CATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAA
CAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGG
CAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
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SEQ ID NO 103: (Kabat)

LCDRI1

RASQSISSYLN

SEQ ID NO 104: (Kabat)

LCDR2

YTSRLQS

SEQ ID NO 105: (Kabat)

LCDR3

QQGRRLWS

SEQ ID NO 106: (Chothia)

LCDRI1

SQSISSY

SEQ ID NO 107: (Chothia)

LCDR2

YTS

SEQ ID NO 108: (Chothia)

LCDR3

GRRLW

SEQ ID NO 109:

VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGK
APKLLIYYTSRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGRRLWSFGGGTKVEIK

SEQ ID NO 110:

Cadena
ligera

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGK

APKLLIYYTSRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGRRLWSFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT

ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK

DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

SEQID NO 111:

ADN
Cadena
ligera

GATATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAGCGCC
AGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACCTGTCGGGCCAGC
CAGAGCATCAGCAGCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACTACACCAGCC
GGCTGCAGAGCGGCGTGCCCAGCAGATTTTCTGGCAGCG
GCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCA
GCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGGCCGC
CGCCTGTGGTCCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATC
AAGCGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCC
CCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGG
TGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGT
GCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAG
CCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCAC
CTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGA
CTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCA
CCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAG
GGGCGAGTGC

NEG087

SEQ ID NO 112: (Kabat)

HCDRI1

DYYMA

SEQ ID NO 113: (Kabat)

HCDR2

SINQNTGSTYYLDSVRG

SEQ ID NO 114: (Kabat)

HCDR3

GDYYGTTYWYFDV

SEQ ID NO 115: (Chothia)

HCDRI1

GFTFSDY
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SEQ ID NO 116: (Chothia)

HCDR2

NQNTGS

SEQ ID NO 117: (Chothia)

HCDR3

GDYYGTTYWYFDV

SEQ ID NO 118:

VH

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMAWVRQA
PGKGLEWVASINQNTGSTYYLDSVRGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SS

SEQ ID NO 119:

Cadena
pesada

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMAWVRQA
PGKGLEWVASINQNTGSTYYLDSVRGRFTISRDNAKNSLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARGDYYGTTYWYFDVWGQGTTVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

SEQ ID NO 120:

ADN
Cadena
pesada

GAAGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGAGGCCTGGTGCAG
CCTGGCGGCTCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCT
TCACCTTCAGCGACTACTACATGGCCTGGGTCCGACAGGC
CCCTGGCAAGGGCCTGGAATGGGTGGCCAGTATCAACCA
AAACACCGGCAGCACCTACTACCTGGACAGCGTGCGAGG
CCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACGCCAAGAACAGCCT
GTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGCGCCAGAGGCGATTACTACGGCACCACC
TACTGGTACTTCGACGTGTGGGGCCAGGGCACCACCGTGA
CCGTCAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCC
CCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGC
CGCCCTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGT
ACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCCCAGCAGCAGCC
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGA
GCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCC
AGAGCTGCTGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAG
GTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCA
GAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAAC
AGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACC
AGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGAAAAGACCATCA
GCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACA
CCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGA
CATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAA
CAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGG
CAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
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SEQ ID NO 121: (Kabat)

LCDRI1

RASQSISSYLN

SEQ ID NO 122: (Kabat)

LCDR2

YTSRLQS

SEQ ID NO 123: (Kabat)

LCDR3

QQGRRLWS

SEQ ID NO 124: (Chothia)

LCDRI1

SQSISSY

SEQ ID NO 125: (Chothia)

LCDR2

YTS

SEQ ID NO 126: (Chothia)

LCDR3

GRRLW

SEQ ID NO 127:

VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGK
APKLLIYYTSRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGRRLWSFGGGTKVEIK

SEQ ID NO 128:

Cadena
ligera

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGK

APKLLIYYTSRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGRRLWSFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT

ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK

DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

SEQ ID NO 129:

ADN
Cadena
ligera

GATATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAGCGCC
AGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACCTGTCGGGCCAGC
CAGAGCATCAGCAGCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAG
CCCGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACTACACCAGCC
GGCTGCAGAGCGGCGTGCCCAGCAGATTTTCTGGCAGCG
GCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCA
GCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGGCCGC
CGCCTGTGGTCCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATC
AAGCGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCC
CCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGG
TGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGT
GCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAG
CCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCAC
CTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGA
CTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCA
CCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAG
GGGCGAGTGC

20376

SEQ ID NO 130: (Kabat)

HCDRI1

SYAIS

SEQ ID NO 131: (Kabat)

HCDR2

GIIPMSGRTTY AQKFQG

SEQ ID NO 132: (Kabat)

HCDR3

DYGPEAPDYGQSTSYFWYYAFDP

SEQ ID NO 133: (Chothia)

HCDRI1

GGTFSSY
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SEQ ID NO 134: (Chothia)

HCDR2

IPMSGR

SEQ ID NO 135: (Chothia)

HCDR3

DYGPEAPDYGQSTSYFWYYAFDP

SEQ ID NO 136:

VH

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGGIIPMSGRTTY AQKFQGRVTITADESTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARDYGPEAPDYGQSTSYFWY YAFDPW

GQGTLVTVSS

SEQ ID NO 137:

Cadena
pesada

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGGIIPMSGRTTY AQKFQGRVTITADESTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARDYGPEAPDYGQSTSYFWYYAFDPW

GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS

SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF

NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL

NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV YTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPGK

SEQ ID NO 138:

ADN
Cadena
pesada

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGAAGTGAAGAAA
CCCGGCTCTAGCGTGAAAGTCAGCTGTAAAGCTAGTGGG
GGCACCTTCTCTAGCTACGCTATTAGCTGGGTCAGACAGG
CCCCAGGTCAAGGCTTGGAGTGGATGGGCGGAATTATCC
CTATGAGCGGTAGAACTACCTACGCTCAGAAATTTCAGGG
TAGAGTGACTATCACCGCCGACGAGTCTACTAGCACCGCC
TATATGGAACTGAGTTCTCTGAGGTCAGAGGACACCGCCG
TCTACTACTGCGCTAGAGACTACGGCCCCGAGGCCCCCGA
CTACGGTCAATCAACTAGCTACTTCTGGTACTACGCCTTC
GACCCTTGGGGTCAAGGCACCCTGGTCACCGTGTCTTCAG
CTAGCACTAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCTGGCCCCCAG
CAGCAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTGGGTTGC
CTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCCT
GGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCACACCTTCCC
CGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAG
CGTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGAACCCAGACC
TATATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAG
GTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACC
CACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTGGGAG
GGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACAC
CCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGT
GGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGAC
CAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGT
GGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAAC
GGCAAAGAATACAAGTGCAAAGTCTCCAACAAGGCCCTG
CCAGCCCCAATCGAAAAGACAATCAGCAAGGCCAAGGGC
CAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCAGC
CGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGT
CTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGT
GGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCA
CCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTA
CAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGG
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SEQ ID NO 139: (Kabat) | LCDRI SGDNIPSYFVH

SEQ ID NO 140: (Kabat) | LCDR2 DDNDRPS

SEQ ID NO 141: (Kabat) | LCDR3 SSWDQDTVV

SEQ ID NO 142: (Chothia) | LCDRI DNIPSYF

SEQ ID NO 143: (Chothia) | LCDR2 DDN

SEQ ID NO 144: (Chothia) | LCDR3 WDQDTV

SEQ ID NO 145: VL DIELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIPSYFVHWY QQKPGQAP
VLVIYDDNDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADY
YCSSWDQDTVVFGGGTKLTVL

SEQ ID NO 146; Cadena DIELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDNIPSYFVHWY QQKPGQAP

ligera VLVIYDDNDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAEDEADY

YCSSWDQDTVVFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQ
ANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQ
SNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
TECS

SEQ ID NO 147: ADN GATATCGAGCTGACTCAGCCCCCTAGCGTCAGCGTCAGCC

Cadena
ligera

CTGGTCAAACCGCCTCTATCACCTGTAGCGGCGATAATAT
CCCTAGCTACTTCGTGCACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGT
CAAGCCCCCGTGCTGGTGATCTACGACGATAACGATAGA
CCTAGCGGAATCCCCGAGCGGTTTAGCGGCTCTAATAGCG
GTAACACCGCTACCCTGACTATTAGCGGCACTCAGGCCGA
GGACGAGGCCGACTACTACTGCTCTAGCTGGGATCAGGA
CACCGTGGTGTTCGGCGGAGGCACTAAGCTGACCGTGCTG
GGTCAACCTAAGGCTGCCCCCAGCGTGACCCTGTTCCCCC
CCAGCAGCGAGGAGCTGCAGGCCAACAAGGCCACCCTGG
TGTGCCTGATCAGCGACTTCTACCCAGGCGCCGTGACCGT
GGCCTGGAAGGCCGACAGCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGT
GGAGACCACCACCCCCAGCAAGCAGAGCAACAACAAGTA
CGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACCCCCGAGCAGTG
GAAGAGCCACAGGTCCTACAGCTGCCAGGTGACCCACGA
GGGCAGCACCGTGGAAAAGACCGTGGCCCCAACCGAGTG
CAGC
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Otros anticuerpos de la presente divulgacion incluyen aquellos en los que los aminodacidos o los acidos nucleicos que
codifican los aminoacidos han sido mutados, pero tienen por lo menos 60, 70, 80, 90 o 95 por ciento de identidad con las
secuencias descritas en la tabla 1. En algunos aspectos, incluye secuencias de aminoacidos mutantes en donde no mas
de 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos han sido mutados en las regiones variables en comparacién con las regiones variables
representadas en la secuencia descrita en la tabla 1, mientras que conservan sustancialmente la misma actividad
terapéutica.

Puesto que cada uno de estos anticuerpos se puede unir a cKIT, las secuencias de VH, VL, cadena ligera de longitud
completa y cadena pesada de longitud completa (secuencias de aminoacidos y las secuencias de nucleétidos que
codifican las secuencia de aminoacidos) se pueden “mezclar y emparejar” para crear otros anticuerpos de unién a cKIT.
Tales anticuerpos de unién a cKIT “mezclados y emparejados” se pueden probar usando los ensayos de unién conocidos
(p-ej., ELISA y otros ensayos descritos en la seccion de ejemplos). Cuando estas cadenas se mezclan y emparejan, una
secuencia de VH de un par VH/VL particular puede ser reemplazada con una secuencia de VH estructuralmente similar.
Asimismo, una secuencia de cadena pesada de longitud completa de un par particular de cadena pesada de longitud
completa / cadena ligera de longitud completa, seria reemplazada con una secuencia de cadena pesada de longitud
completa estructuralmente similar. Asimismo, una secuencia de VL de un par VH/VL particular seria reemplazada con una
secuencia de VL estructuralmente similar. Asimismo, una secuencia de cadena ligera de longitud completa de un par
particular de cadena pesada de longitud completa / cadena ligera de longitud completa, seria reemplazada con una
secuencia de cadena ligera de longitud completa estructuralmente similar. Por consiguiente, en un aspecto, la divulgacién
provee un anticuerpo monoclonal aislado o regiéon de unién de antigeno del mismo que tiene: una regién variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 9,
28, 46, 64, 82, 100, 118 o 136 (tabla 1); y una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 18, 37, 55, 73, 91, 109, 127 o0 145 (tabla 1); en donde
el anticuerpo se une especificamente a cKit.

En otro aspecto, la divulgacion provee (i) un anticuerpo monoclonal aislado que tiene: una cadena pesada de longitud
completa que comprende una secuencia de aminoacidos que se ha optimizado para su expresién en la célula de un
mamifero, seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 11, 29, 47, 65, 83, 101, 119 0 137; y una cadena ligera
de longitud completa que comprende una secuencia de aminoacidos que se ha optimizado para su expresién en la célula
de un mamifero, seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 20, 21, 38, 56, 74, 92, 110, 128, 0 146; o (ii) una
proteina funcional que comprende una porcién de unién de antigeno de la misma.

En otro aspecto, la presente divulgacion provee anticuerpos de unién de cKIT que comprenden las CDR1, CDR2 y CDR3
de cadena pesada y cadena ligera que se describen en la tabla 1, o combinaciones de las mismas. Las secuencias de
aminoacidos de las CDR1 de VH de los anticuerpos se muestran en SEQ ID NOs: 3, 22, 40, 58, 76, 94, 112 y 130. Las
secuencias de aminoacidos de las CDR2 de VH de los anticuerpos se muestran en SEQ ID NOs: 4, 23, 41, 59, 77, 95,
113 y 131. Las secuencias de aminodcidos de las CDR3 de VH de los anticuerpos se muestran en SEQ ID NOs: 5, 24,
42,60, 78, 96, 114 y 132. Las secuencias de aminoacidos de las CDR1 de VL de los anticuerpos se muestran en SEQ ID
NOs: 12, 31, 49, 67, 85, 103, 121 y 139. Las secuencias de aminoacidos de las CDR2 de VL de los anticuerpos se
muestran en SEQ ID NOs 13, 32, 50, 68, 86, 104, 122 y 140. Las secuencias de aminoacidos de las CDR3 de VL de los
anticuerpos se muestran en SEQ ID NOs:14, 33, 51, 69, 87, 105, 123 y 141.

Dado que cada uno de estos anticuerpos se puede unir a cKIT y que la especificidad de unién al antigeno es provista
principalmente por las regiones CDR1, 2 y 3, las secuencias de CDR1, 2 y 3 de VH y las secuencias de CDR1,2y 3 de
VL se pueden “mezclar y emparejar” (esto es, las CDR de diferentes anticuerpos se pueden mezclar y emparejar, aunque
cada anticuerpo debe contener una CDR1, 2 y 3 de VH y una CDR1, 2 y 3 de VL para crear otras moléculas de unién a
C5. Tales anticuerpos de union de cKIT “mezclados y emparejados” se pueden probar usando los ensayos de unién
conocidos y los que se describen en la seccién de ejemplos (por ejemplo, ELISA). Cuando las secuencias de CDR de VH
se mezclan y emparejan, la secuencia de CDR1, CDR2 o CDR3 de una secuencia VH particular seria reemplazada con
una secuencia de CDR estructuralmente similar. Asimismo, cuando las secuencias de CDR de VL se mezclan y
emparejan, la secuencia de CDR1, CDR2 o CDR3 de una secuencia VL particular seria reemplazada con una secuencia
de CDR estructuralmente similar. Sera evidente para el experto en la materia que se pueden crear secuencias VH y VL
novedosas sustituyendo una o mas secuencias de la regién CDR de VH o VL con secuencias estructuralmente similares
de las secuencias de CDR mostradas aqui para los anticuerpos monoclonales de la presente divulgacion.

Por consiguiente, la presente divulgacion provee un anticuerpo monoclonal aislado o regién de unién de antigeno del

mismo que comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del

grupo que consiste en SEQ ID NOs: 3, 22, 40, 58, 76, 94, 112 y 130; una CDR2 de cadena pesada que comprende una

secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 4, 23, 41, 59, 77, 95, 113 y 131; una
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CDR3 de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOs: 5, 24, 42, 60, 78, 96, 114 y 132; una CDR1 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminodcidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 12, 31, 49, 67, 85, 103, 121 y 139; una CDR2 de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 13, 32, 50, 68, 86, 104,
122 y 140; y una CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOs: 14, 33, 51, 69, 87, 105, 123 y 141; en donde el anticuerpo se une especificamente a cKIT.

En un aspecto especifico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que
se une especificamente a cKIT comprende una CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO:3, una CDR2 de cadena pesada
de SEQ ID NO: 4; una CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO:5; una CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:12; una
CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 13; y una CDRS3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 14.

En un aspecto especifico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que
se une especificamente a cKIT comprende una CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO:22, una CDR2 de cadena pesada
de SEQ ID NO: 23; una CDRS3 de cadena pesada de SEQ ID NO:24; una CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:31; una
CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 32; y una CDRS3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 33.

En un aspecto especifico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que
se une especificamente a cKIT comprende una CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO:40, una CDR2 de cadena pesada
de SEQ ID NO: 41; una CDRS3 de cadena pesada de SEQ ID NO:42; una CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:49; una
CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 50; y una CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 51.

En un aspecto especifico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que
se une especificamente a cKIT comprende una CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO:58, una CDR2 de cadena pesada
de SEQ ID NO: 59; una CDRS3 de cadena pesada de SEQ ID NO:60; una CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:67; una
CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 68; y una CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 69.

En un aspecto especifico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que
se une especificamente a cKIT comprende una CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO:76, una CDR2 de cadena pesada
de SEQ ID NO: 77; una CDRS3 de cadena pesada de SEQ ID NO:78; una CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:85; una
CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 86; y una CDRS3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 87.

En un aspecto especifico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que
se une especificamente a cKIT comprende una CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO:94, una CDR2 de cadena pesada
de SEQ ID NO: 95; una CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO:96; una CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO:103; una
CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 104; y una CDRS3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 105.

En un aspecto especifico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que
se une especificamente a cKIT comprende una CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO:112, una CDR2 de cadena
pesada de SEQ ID NO: 113; una CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO:114; una CDR1 de cadena ligera de SEQ ID
NO:121; una CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 122; y una CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 123.

En un aspecto especifico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) que
se une especificamente a cKIT comprende una CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO:130, una CDR2 de cadena
pesada de SEQ ID NO: 131; una CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO:132; una CDR1 de cadena ligera de SEQ ID
NO:139; una CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 140; y una CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 141.

En ciertos aspectos, un anticuerpo que se une especificamente a cKIT es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por
ejemplo, fragmento de unién a antigeno) que se describe en la tabla 1.

1. Identificacion de epitopos y anticuerpos que se unen al mismo epitopo

La presente divulgacién provee anticuerpos y fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno)
que se unen a un epitopo dentro del dominio extracelular del receptor cKit. En ciertos aspectos, los anticuerpos y
fragmentos de anticuerpo se pueden unir a los epitopos con los dominios 1-3 del dominio extracelular de cKit.

La presente divulgacién también provee anticuerpos y fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de

antigeno) que se unen al mismo epitopo que los anticuerpos anti—cKit descritos en la tabla 1. Por lo tanto se pueden

identificar anticuerpos y fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) adicionales sobre la

base de su capacidad para competir cruzadamente (por ejemplo, para inhibir competitivamente la unién, de una manera
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estadisticamente significativa) con otros anticuerpos en los ensayos de union de cKit. La capacidad de un anticuerpo de
prueba para inhibir la unién de los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno)
de la presente divulgacion a una proteina cKit (por ejemplo, cKit humana), demuestra que el anticuerpo de prueba puede
competir con ese anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) por la unién a cKit;
un anticuerpo de este tipo, de acuerdo con una teoria no limitativa, se puede unir al mismo epitopo o uno relacionado (por
ejemplo, un epitopo estructuramente similar o espacialmente proximal) en la proteina cKit que el anticuerpo o fragmento
de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién al antigeno) con el que compite. En un aspecto determinado, el
anticuerpo que se une al mismo epitopo en cKit que los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos
de unién de antigeno) de la presente divulgacion, es un anticuerpo monoclonal humano o humanizado. Tales anticuerpos
monoclonales humanos o humanizados pueden prepararse y aislarse como se describe aqui.

2. Alteracion adicional del armazoén de la region Fc

La presente divulgacién provee inmunoconjugados marcados especificos de sitio. Estos inmunoconjugados pueden
comprender anticuerpos modificados o fragmentos de unién de antigeno de los mismos que comprenden modificaciones
adicionales en los residuos de armazén dentro de VH o VL, por ejemplo, para mejorar las propiedades del anticuerpo.
Tipicamente, tales modificaciones de armazdn se realizan para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo,
un enfoque consiste en "retromutar" uno o mas residuos de armazén de vuelta a la secuencia de linea germinal
correspondiente. Mas especificamente, un anticuerpo que ha sido objeto de mutacién somatica puede contener residuos
de armazoén que difieren de la secuencia de linea germinal de la que deriva el anticuerpo. Tales residuos se pueden
identificar mediante la comparacion de las secuencias de armazén del anticuerpo con las secuencias de la linea germinal
de la que se deriva el anticuerpo. Para retornar las secuencias de la regién de armazén a su configuracion de linea
germinal, las mutaciones somaticas pueden ser "retromutadas" a la secuencia de la linea germinal, por ejemplo, por
mutagénesis dirigida al sitio. Tales anticuerpos "retromutados” también se consideran abarcados.

Otro tipo de modificacion de armazén implica la mutacion de uno o mas residuos dentro de la regién de armazén, o incluso
dentro de una o mas regiones CDR, para remover los epitopos de células T y reducir asi la posible inmunogenicidad del
anticuerpo. Este enfoque también es referido como “desinmunizacion” y se describe en mas detalle en la publicacion de
patente de EE. UU. No. 2003/0153043, de Carr et al.

Adicional o alternativamente a las modificaciones hechas dentro de las regiones de armazén o CDR, los anticuerpos se
pueden modificar por ingenieria para incluir modificaciones dentro de la region Fc, tipicamente para alterar una o mas
propiedades funcionales del anticuerpo, tales como la vida media en el suero, fijacion del complemento, unién del receptor
de Fc, o citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Ademas, un anticuerpo se puede modificar quimicamente (por
ejemplo, se le pueden adherir una 0 mas porciones quimicas al anticuerpo), o se puede modificar para alterar su
glicosilacién, nuevamente para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo. Cada uno de estos aspectos
se describe mas abajo en mayor detalle.

En un aspecto, la region bisagra de CH1 se modifica de tal manera que el nimero de residuos de cisteina en la regién
bisagra se altera, por ejemplo, se aumenta o disminuye. Este enfoque se describe adicionalmente en la patente de EE.
UU. No. 5.677.425 de Bodmer et al. El nimero de residuos de cisteina en la regién bisagra de CH1 se altera para, por
ejemplo, facilitar el montaje de las cadenas ligeras y pesadas o para aumentar o disminuir la estabilidad del anticuerpo.

En otro aspecto, la region bisagra de Fc de un anticuerpo se muta para disminuir la vida media biolégica del anticuerpo.
Mas especificamente, se introducen una o mas mutaciones de aminoacidos en la region de interfaz del dominio CH2—
CH3 del fragmento Fc—bisagra, de tal manera que el anticuerpo tiene unién deteriorada de la proteina A estafilococica
(SpA) con respecto a la unién de SpA del dominio Fc—bisagra nativo. Este enfoque se describe en mas detalle en la
patente de EE.UU. No. 6.165.745, de Ward et al.

En otros aspectos, la region Fc se altera reemplazando por lo menos un residuo de aminodcido con un residuo de
aminoacido diferente para alterar las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno 0 mas aminoacidos pueden ser
reemplazados con un residuo de aminodacido diferente, de tal manera que el anticuerpo tiene una afinidad alterada por un
ligando efector, pero conserva la capacidad de unién al antigeno del anticuerpo progenitor. El ligando efector para el que
se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor de Fc o el componente C1 del complemento. Este enfoque se
describe, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. Nos. 5.624.821 y 5.648.260, ambas de Winter et al.

En otro aspecto, uno 0 mas aminoacidos seleccionados de los residuos de aminoacido pueden ser reemplazados con un
residuo de aminoacido diferente, de tal que manera que el anticuerpo tiene unién a C1q alterada o citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) reducida o anulada. Este enfoque se describe, por ejemplo, en la patente de EE.
UU. No. 6.194.551, de Idusogie et al.
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En otro aspecto, uno o mas residuos de aminoacido se alteran para asi alterar la capacidad del anticuerpo para fijar el
complemento. Este enfoque se describe, por ejemplo, en la publicacion de PCT WO 94/29351 de Bodmer et al. En un
aspecto especifico, uno o mas aminoacidos de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente
divulgacion se reemplazan con uno o mas residuos de aminodcido alotipicos, para la subclase IgG1 y el isotipo kappa.
Los residuos de aminoacido alotipicos también incluyen, sin limitacién, la regiéon constante de la cadena pesada de las
subclases 1gG1, IgG2, e IgG3, y también la regién constante de la cadena ligera del isotipo kappa, como lo describen
Jefferis et al., MAbs. 1:332-338 (2009).

En otro aspecto mas, la region Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC), o para aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor Fcy, modificando
uno o mas aminodcidos. Este enfoque se describe, por ejemplo, en la publicacion PCT WO 00/42072 de Presta. Ademas,
los sitios de unién en la IgG1 humana para FcyRlI, FcyRIl, FcyRIll y FcRn se han mapeado, y se han descrito variantes
con unién mejorada (véase Shields et al., J. Biol Chem 276:6591-6604, 2001).

En otro aspecto mas, la glicosilaciéon de un anticuerpo se modifica. Por ejemplo, se puede hacer un anticuerpo aglicosilado
(esto es, el anticuerpo carece de glicosilacion). La glicosilacién se puede alterar, por ejemplo, para aumentar la afinidad
del anticuerpo por el “antigeno”. Tales modificaciones de carbohidrato se pueden efectuar, por ejemplo, alterando uno o
mas sitios de glicosilacién dentro de la secuencia de anticuerpo. Por ejemplo, se pueden hacer una o mas sustituciones
de aminodcido que resultan en la eliminaciéon de uno o0 mas sitios de glicosilacion del armazén de la region variable, para
eliminar asi la glicosilacion en ese sitio. Tal aglicosilacién puede aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Tal
enfoque se describe, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. Nos. 5.714.350 y 6.350.861, de Co et al.

Adicional o alternativamente, se puede hacer un anticuerpo que tiene un tipo de glicosilacion alterado, tal como un
anticuerpo hipofucosilado que tiene cantidades reducidas de residuos de fucosilo, o un anticuerpo que tiene un aumento
en las estructuras GlcNac bisecantes. Se ha mostrado que estos patrones de glicosilacion alterados aumentan la
capacidad de ADCC de los anticuerpos. Tales modificaciones de carbohidrato se pueden realizar, por ejemplo,
expresando el anticuerpo en una célula hospedera con maquinaria de glicosilacién alterada. Las células con maquinaria
de glicosilacion alterada se han descrito en la literatura y se pueden usar como células hospederas para expresar
anticuerpos recombinantes para producir asi un anticuerpo con glicosilacion alterada. Por ejemplo, EP 1.176.195 de Hang
et al. describe una linea celular con un gen FUT8 funcionalmente interrumpido que codifica una fucosil transferasa, de tal
manera que los anticuerpos expresados en dicha linea celular exhiben hipofucosilacion. La publicacion de PCT WO
03/035835 de Presta describe una linea celular CHO variante, células Lecl3, con capacidad reducida para unir fucosa a
carbohidratos ligados a Asn(297), resultando también en la hipofucosilacion de los anticuerpos expresados en esa célula
hospedera (véase también Shields et al., (2002), J. Biol. Chem. 277:26733—26740). La publicacién de PCT WO 99/54342
de Umana et al. describe lineas celulares modificadas por ingenieria para expresar glicosil transferasas modificantes de
glicoproteina (por ejemplo, beta(1,4)-N acetilglucosaminil-transferasa Ill (GnTIIl)), de tal manera que los anticuerpos
expresados en las lineas celulares modificadas exhiben un aumento de las estructuras de GlcNac bisecantes que resulta
en un aumento de la actividad de ADCC de los anticuerpos (véase también Umana et al., Nat. Biotech. 17:176—180, 1999).

En otro aspecto, el anticuerpo se modifica para aumentar su vida media biolégica. Son posibles varios enfoques. Por
ejemplo, se pueden introducir una o mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, como se describe en la
patente de EE. UU. No. 6.277.375 de Ward. Alternativamente, para aumentar la vida media biolégica, el anticuerpo se
puede alterar dentro de la region CH1 o CL para contener un epitopo de unién de receptor de rescate tomado de dos
lazos de un dominio CH2 de una region Fc de una IgG, como se describe en las patentes de EE. UU. Nos. 5.869.046 y
6.121.022, de Presta et al.

Para minimizar la actividad de ADCC de un anticuerpo, mutaciones especificas en la region Fc resultan en anticuerpos
“Fc silentes” que tienen minima interaccion con células efectoras. En general, la “regiéon Fc de IgG” se usa para definir la
region C—terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina, que incluye la region Fc de secuencia nativa y regiones Fc
variantes. La region Fc de cadena pesada de IgG humana generalmente se define porque comprende el residuo de
aminoacido de la posicion C226 o desde P230 hasta el extremo carboxilo del anticuerpo IgG. La numeracion de residuos
en la region Fc es la del indice EU de Kabat. La lisina C—terminal (residuo K447) de la regién Fc puede ser removida, por
ejemplo, durante la produccion o purificacion del anticuerpo.

Se pueden obtener funciones efectoras silenciadas por mutacion en la regién Fc de los anticuerpos y se han descrito en

la literatura: LALA y N297A (Strohl, W., 2009, Curr. Opin. Biotechnol. vol. 20(6):685-691); y D265A (Baudino et al., 2008,

J. Immunol. 181: 6664—69) véase también Heusser et al., WO2012065950. Ejemplos de anticuerpos de IgG1 Fc silentes

son el mutante LALA que comprende la mutaciéon L234A y L235A en la secuencia de amino&cidos de Fc de IgG1. Otro

ejemplo de un anticuerpo IgG1 silente es la mutacién DAPA (D265A, P329A) (US 6.737.056). Otro anticuerpo IgG1 silente
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comprende la mutacién N297A, que resulta en anticuerpos aglicosilados/no glicosilados.

Los anticuerpos Fc silentes resultan en poco o nada de actividad de ADCC, lo que significa que un anticuerpo Fc silente
exhibe una actividad de ADCC que es menor de 50% de lisis celular especifica. Nada de actividad de ADCC significa que
el anticuerpo Fc silente exhibe una actividad de ADCC (lisis especifica de célula) que es menor de 1%.

3. Produccion de los anticuerpos de cKIT

Los anticuerpos anti—cKIT y fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) de los mismos se
pueden producir mediante cualquier método conocido que incluye, sin limitacion, expresion recombinante, sintesis quimica
y digestion enzimatica de tetrameros de anticuerpos, mientras que se pueden obtener anticuerpos monoclonales de
longitud completa, por ejemplo, por hibridoma o produccién recombinante. La expresién recombinante puede ser de
cualquier célula hospedera apropiada conocida, por ejemplo, células hospederas de mamifero, células hospederas
bacterianas, células hospederas de levadura, células hospederas de insecto, etc.

La divulgacién provee ademas polinucleétidos que codifican los anticuerpos descritos en la presente, por ejemplo
polinucleétidos que codifican regiones variables de cadena pesada o ligera 0 segmentos que comprenden las regiones
determinantes de complementariedad como se describe en la presente. En algunos aspectos, el polinucleétido que
codifica las regiones variables de cadena pesada tiene por Io menos 85%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 0 100% de identidad de secuencia de &cido nucleico con un polinucleétido seleccionado del grupo
que consiste en SEQ ID NOs: 30, 48, 66, 84, 102, 120 y 137. En algunos aspectos, el polinucleétido que codifica las
regiones variables de cadena ligera tienen por lo menos 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 0 100% de identidad de secuencia de acido nucleico con un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en
SEQ ID NOs: 39, 57, 75, 93, 111, 129 y 147.

En algunos aspectos, el polinucleétido que codifica la cadena pesada tiene por lo menos 85%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 100% de identidad de secuencia de &acido nucleico con un polinucleétido de
SEQ ID NO: 30, 48, 66, 84, 102, 120. En algunos aspectos, el polinucleétido que codifica la cadena ligera tiene por lo
menos 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 100% de identidad de secuencia de acido
nucleico con un polinucleétido de SEQ ID NO: 39, 57, 75, 93, 111, 129 y 147.

Los polinucledtidos de la presente divulgacion pueden codificar solo la secuencia de la regién variable de un anticuerpo
anti—cKIT. También pueden codificar tanto una regién variable como una regién constante del anticuerpo. Algunas de las
secuencias de polinucleétido codifican un polipéptido que comprende regiones variables tanto de la cadena pesada como
de la cadena ligera de un anticuerpo anti—cKIT ejemplificado. Algunos otros polinucleétidos codifican dos segmentos de
polipéptido que respectivamente son sustancialmente idénticos a las regiones variables de la cadena pesada y la cadena
ligera de uno de los anticuerpos de ratén.

Las secuencias de polinucleétido pueden ser producidas por medio de sintesis de ADN de novo en fase soélida o por medio
de mutagénesis de PCR de una secuencia existente (por ejemplo, secuencias como las que se describen en los ejemplos
mas abajo) que codifican un anticuerpo anti—cKIT o su fragmento de unién. La sintesis quimica directa de acidos nucleicos
se puede lograr mediante los métodos conocidos, tales como el método de fosfotriéster de Narang et al, Meth. Enzymol.
68:90, 1979; el método de fosfodiéster de Brown et al, Meth. Enzymol. 68:109, 1979; el método de dietilfosforamidita de
Beaucage et al, Tetra. Lett., 22:1859, 1981; y el método de soporte sélido de la patente de EE. UU. No. 4.458.066. La
introduccién de mutaciones en una secuencia de polinucleétidos por PCR se puede realizar por ejemplo como se describe
en “PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification”, H.A. Erlich (Ed.), Freeman Press, NY, NY, 1992;
“PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications”, Innis et al. (Ed.), Academic Press, San Diego, CA, 1990; Mattila
et al., Nucleic Acids Res. 19:967, 1991; y Eckert et al., PCR Methods and Applications 1:17, 1991.

También se proveen en la presente divulgacion vectores de expresién y células hospederas para producir los anticuerpos
anti—cKIT arriba descritos. Se puede utilizar varios vectores de expresion para expresar los polinucleétidos que codifican
las cadenas de anticuerpo anti—cKIT o fragmentos de unién. Se pueden usar vectores de expresion tanto virales como no
virales para producir los anticuerpos en una célula hospedera de mamifero. Los vectores y sistemas no virales incluyen
plasmidos, vectores episdmicos, tipicamente con un casete de expresidon para expresar una proteina o ARN, y
cromosomas artificiales humanos (Harrington et al., Nat Genet 15:345, 1997). Por ejemplo, los vectores no virales Utiles
para la expresién de los polinucleétidos y polipéptidos anti—cKIT en células de mamifero (por ejemplo, de humano)
incluyen pThioHis A, By C, pcDNAS3.1/His, pEBVHis A, By C (Invitrogen, San Diego, CA), vectores MPSV y muchos otros
vectores conocidos para expresar otras proteinas. Los vectores virales Utiles incluyen vectores basados en retrovirus,
adenovirus, virus adenoasociados, virus de herpes, vectores basados en SV40, virus de papiloma, virus de HBP de
Epstein Barr, vectores de virus vaccinia y virus Semliki Forest (SFV). Vease Brent et al, supra; Smith, Annu. Rev. Microbiol.
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49:807, 1995; y Rosenfeld et al., Cell 68:143, 1992.

La eleccién del vector de expresién depende de las células hospederas deseadas en las que se va a expresar el vector.
Tipicamente, los vectores de expresidon contienen un promotor y otras secuencias reguladoras (por ejemplo,
potenciadores) que estan enlazados operativamente con los polinucleétidos que codifican una cadena o fragmento de
anticuerpo anti—cKIT. En algunos aspectos se utiliza un promotor inducible para prevenir la expresiéon de secuencias
insertadas excepto bajo condiciones de induccion. Los promotores inducibles incluyen, por ejemplo, arabinosa, lacZ,
promotor de metalotioneina o promotor de choque de calor. Los cultivos de organismos transformados se pueden expandir
bajo condiciones no inductoras sin desviar la poblacién para codificar secuencias cuyos productos de expresién son mejor
tolerados por las células hospederas. Ademas de los promotores, también se pueden requerir 0 desear otros elementos
reguladores para la expresion eficiente de una cadena o fragmento de anticuerpo anti—cKIT. Tipicamente estos elementos
incluyen un codén de iniciacién ATG y un sitio de unién de ribosoma adyacente u otras secuencias. Ademas, la eficiencia
de expresion puede ser incrementada por la inclusién de potenciadores apropiados para el sistema celular en uso (véase,
por ejemplo, Scharf et al., Results Probl. Cell Differ. 20:125, 1994; y Bittner et al., Meth. Enzymol., 153:516, 1987). Por
ejemplo, el potenciador de SV40 o potenciador CMV se pueden usar para aumentar la expresion en células hospederas
de mamifero.

Los vectores de expresion también pueden proveer una posiciéon de secuencia de sefial de secrecién para formar una
proteina de fusion con polipéptidos codificados por secuencias insertadas del anticuerpo anti—cKIT. Mas a menudo las
secuencias de anticuerpo anti—cKIT insertadas son enlazadas con una secuencia sefial antes de la inclusién en el vector.
Los vectores por utilizar para recibir secuencias que codifican dominios variables de cadena ligera y cadena pesada de
anticuerpo anti—cKIT algunas veces también codifican regiones constantes o partes de las mismas. Estos vectores
permiten la expresion de las regiones variables como proteinas de fusion con las regiones constantes, llevando asi a la
produccion de anticuerpos intactos o fragmentos de los mismos. Tipicamente estas regiones constantes son humanas.

Las células hospederas para alojar y expresar las cadenas de anticuerpo anti—cKIT pueden ser procariotas o eucariotas.
La E. coli es un hospedero procariota Util para clonar y expresar los polinucleétidos de la presente divulgacién. Otros
hospederos microbianos adecuados para usarse incluyen bacilos, tales como Bacillus subtilis, y otras Enterobacteriaceae,
tales como Salmonella, Serratia, y varias especies de Pseudomonas. En estos hospederos procariotas también se pueden
hacer vectores de expresion que contienen tipicamente secuencias de control de expresion compatibles con la célula
hospedera (por ejemplo, un origen de replicacion). Ademas, estaran presentes cualquier cantidad de una variedad de
promotores muy conocidos, tales como el sistema promotor de lactosa, un sistema promotor de triptéfano (trp), un sistema
promotor de beta—lactamasa, o un sistema promotor de fago lambda. Tipicamente, los promotores controlan la expresién,
opcionalmente con una secuencia operadora, y tienen secuencias de sitio de unién de ribosoma y similares para iniciar y
terminar la transcripcion y traduccion. También se pueden utilizar otros microbios tales como levaduras, para expresar los
polipéptidos anti—cKIT. También se pueden usar células de insecto en combinacion con vectores de baculovirus.

En otros aspectos se usan células hospederas de mamifero para expresar y producir los polipéptidos anti—cKIT de la
presente divulgacion. Por ejemplo, pueden ser una linea celular de hibridoma que expresa genes enddégenos de
inmunoglobulina (por ejemplo, los clones de hibridoma de mieloma que se describen en los ejemplos), o una linea celular
de mamifero que aloja un vector de expresion exdgeno (por ejemplo, las células de mieloma SP2/0 ejemplificadas mas
abajo. Estos incluyen cualquier célula mortal normal, o inmortal normal o anormal, de animal o de humano. Por ejemplo,
se han desarrollado varias lineas de células hospederas adecuadas capaces de secretar inmunoglobulinas intactas, que
incluyen las lineas celulares CHO, varias lineas celulares COS, células Hela, lineas de células de mieloma, células B
transformadas e hibridomas. El uso del cultivo de células de tejido de mamifero para expresar polipéptidos se expone en
general, por ejemplo, en Winnacker, “From Genes to Clones”, VCH Publishers, N.Y., N.Y., 1987. Los vectores de expresion
para células hospederas de mamifero pueden incluir secuencias de control de expresion, tales como un origen de
replicacién, un promotor y un potenciador (vease, por ejemplo, Queen et al., Immunol. Rev. 89:49-68, 1986), y sitios de
informacion de procesamiento necesarios, tales como sitios de union de ribosoma, sitios de empalme de ARN, sitios de
poliadenilacion y secuencias de terminador de transcripcion. Estos vectores de expresién usualmente contienen
promotores derivados de genes de mamifero o de virus de mamifero. Los promotores adecuados pueden ser constitutivos,
especificos del tipo de célula, especificos de etapa, o modulables o regulables. Los promotores utiles incluyen, sin
limitacion, el promotor de metalotioneina, el promotor tardio mayor constitutivo de adenovirus, el promotor de MMTV
inducible por dexametasona, el promotor de SV40, el promotor de MRP pollll, el promotor MPSV constitutivo, el promotor
CMV inducible por tetraciclina (tal como el promotor CMV inmediato — temprano de humanos), el promotor CMV
constitutivo, y combinaciones promotor — potenciador conocidas.

Los métodos para introducir vectores de expresidon que contienen las secuencias de polinucleétido de interés varian

dependiendo del tipo de hospedero celular. Por ejemplo, cominmente se utiliza tranfeccion con cloruro de calcio para

células procariotas, mientras que se puede usar tratamiento con fosfato de calcio o electroporacion para otros hospederos
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celulares (véase en general Sambrook et al, supra). Otros métodos incluyen, por ejemplo, electroporacion, tratamiento
con fosfato de calcio, transformacién mediada por liposoma, inyecciéon y microinyeccion, métodos balisticos, virosomas,
inmunoliposomas, conjugados polication: acido nucleico, ADN desnudo, viriones artificiales, fusién con la proteina
estructural del virus del Herpes VP22 (Elliot y O'Hare, Cell 88:223, 1997), captacion de ADN intensificada por agente, y
transduccion ex vivo. Para la produccién de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes frecuentemente se
desea la expresion estable. Por ejemplo, se pueden preparar lineas celulares que expresan establemente cadenas de
anticuerpo anti—cKIT o fragmentos de unién usando vectores de expresion que contienen origenes de replicacion virales
o elementos de expresion endégenos y un gen marcador seleccionable. Después de la introduccién del vector, las células
se dejan crecer por 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiarlas a un medio selectivo. La finalidad del marcador
seleccionable es conferir resistencia a la seleccién, y su presencia permite el crecimiento de células que expresan
exitosamente las secuencias introducidas en medio selectivo. Las células resistentes transfectadas establemente pueden
proliferar usando técnicas de cultivo de tejido apropiadas para el tipo celular.

Usos terapéuticos y diagndsticos

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno), y conjugados anticuerpo—
farmaco de la presente divulgacion son Gtiles en una variedad de aplicaciones que incluyen, sin limitacién, tratamiento del
cancer, tal como cancer sélido. En ciertos aspectos, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos
de unién de antigeno) y conjugados anticuerpo—farmaco son utiles para inhibir el crecimiento de tumor, inducir
diferenciacion, reducir el volumen del tumor, o reducir la tumorigenicidad de un tumor. Los métodos de uso pueden ser
métodos in vitro, ex vivo, o in vivo.

En un aspecto, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) y conjugados
anticuerpo—farmaco son Utiles para detectar la presencia de cKIT en una muestra biolégica. El término “detectar” usado
en la presente abarca deteccion cuantitativa o cualitativa. En ciertos aspectos, una muestra bioldgica comprende una
célula o tejido. En ciertos aspectos, estos tejidos incluyen tejidos normales o cancerosos que expresan cKIT a niveles
mas altos con respecto a otros tejidos.

En un aspecto, la presente divulgacién provee un método para detectar la presencia de cKIT en una muestra biolégica.
En ciertos aspectos, el método comprende poner en contacto la muestra biolégica con un anticuerpo anti—cKIT bajo
condiciones permisivas para la union del anticuerpo al antigeno, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo y
el antigeno.

También se incluye un método para diagnosticar un trastorno asociado con aumento de la expresion de cKIT. En ciertos
aspectos, el método comprende poner en contacto una célula de prueba con un anticuerpo anti—cKIT; determinar el grado
de expresion (ya sea cuantitativa o cualitativamente) de cKIT en la célula de prueba detectando la unién del anticuerpo
anti—cKIT al antigeno cKIT; y comparar el grado de expresion cKIT en la célula de prueba con el grado de expresion de
cKIT en una célula de control (por ejemplo, una célula normal del mismo origen de tejido que la célula de prueba o una
célula que expresa cKIT a niveles comparables a dicha célula normal), en donde un grado de expresiéon mas alto de cKIT
en la célula de prueba en comparacion de la célula de control indica la presencia de un trastorno asociado con el aumento
de expresioén de cKIT. En ciertos aspectos, la célula de prueba se obtiene de un individuo sospechoso de tener un trastorno
asociado con aumento de la expresién de cKIT. En ciertos aspectos, el trastorno es un trastorno proliferativo de células,
tal como un cancer o un tumor.

En ciertos aspectos, un método de diagnéstico o deteccion, como los que se describen arriba, comprende detectar la
unién de un anticuerpo anti—cKIT a cKIT expresado sobre la superficie de una célula o en una preparacién de membrana
obtenida de una célula que expresa cKIT sobre su superficie. Un ensayo ejemplar para detectar la uniéon de un anticuerpo
anti—cKIT a cKIT expresado sobre la superficie de una célula es un ensayo "FACS”.

Se pueden usar otros métodos para detectar la unién de anticuerpos anti—cKIT a cKIT. Estos métodos incluyen, sin
limitacion, ensayos de unién de antigeno que son muy conocidos, tales como western blots, radioinmunoensayos, ELISA
(ensayo de inmunoabsorbente enlazado a enzima), inmunoensayos de “sandwich”, ensayos de inmunoprecipitacion,
inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de proteina A, e inmunohistoquimica (IHC).

En ciertos aspectos, los anticuerpos anti—cKIT se marcan. Las marcas incluyen, sin limitacion, marcas o porciones que
son detectadas directamente (tales como marcas fluorescentes, cromoféricas, de densidad electrdnica,
quimioluminiscentes y radioactivas) y también porciones tales como enzimas o ligandos que son detectados
indirectamente, por ejemplo por medio de una reaccién enzimatica o interaccion molecular.

En ciertos aspectos, los anticuerpos anti—cKIT se inmovilizan sobre una matriz insoluble. La inmovilizacién abarca separar
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el anticuerpo anti—cKIT de cualquier proteina cKIT que permanece libre en su solucién. Esto se realiza convencionalmente
insolubilizando el anticuerpo anti—cKIT antes del procedimiento de ensayo, tal como por adsorcién en una matriz o
superficie insoluble en agua (Bennich et al, patente de EE. UU. No. 3.720.760), o por acoplamiento covalente (por ejemplo,
usando entrelazamiento de glutaraldehidos, o insolubilizando el anticuerpo anti—cKIT después de la formacién de un
complejo entre el anticuerpo anti—cKIT y la proteina cKIT, por ejemplo por inmunoprecipitacion.

Cualquiera de los aspectos anteriores de diagnéstico o deteccion se pueden efectuar usando un inmunoconjugado de la
presente divulgacién en lugar de, o ademas de, un anticuerpo anti—cKIT.

En un aspecto la divulgacion provee un método de tratamiento, prevencidn, o alivio de una enfermedad, que comprende
administrar los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmento de unién a antigeno), y conjugados
anticuerpo—farmaco a un paciente, tratando asi la enfermedad. En ciertos aspectos, la enfermedad tratada con los
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) y conjugados anticuerpo—farmaco,
es un cancer. Los ejemplos de enfermedades que pueden ser tratadas o prevenidas incluyen, sin limitacién, tumores
estromales gastrointestinales (GIST), cancer de pulmén de célula pequefia (SCLC), leucemia mieloide aguda (AML),
melanoma, leucemia de mastocitos (MCL), mastocitosis, neurofibromatosis, cancer de mama, cancer de pulmén de célula
no pequena (NSCLC), y cancer pancreatico. En ciertos aspectos, el cancer se caracteriza por células que expresan cKIT
a las que los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) y conjugados
anticuerpo—farmaco se pueden unir especificamente.

La presente divulgacion provee métodos de tratamiento del céncer que comprenden adminisitrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigenos) o
conjugados anticuerpo—farmaco. En ciertos aspectos, el cancer es un cancer sélido. En ciertos aspectos, el sujeto es un
humano.

En ciertos aspectos, el método de inhibicion de crecimiento de tumor comprende administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unién de antigeno) o
conjugados anticuerpo—farmaco. En ciertos aspectos, el sujeto es un humano. En ciertos aspectos, el sujeto tiene un
tumor o se le ha extirpado un tumor.

En ciertos aspectos, el tumor expresa la cKIT a la que se une el anticuerpo anti—cKIT. En ciertos aspectos, el tumor
sobreexpresa la cKIT humana.

Para el tratamiento de la enfermedad, la dosis apropiada de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo,
fragmentos de union de antigeno) o conjugados anticuerpo—farmaco depende de varios factores tales como el tipo de
enfermedad por tratar, la severidad y curso de la enfermedad, la responsividad de la enfermedad, la terapia previa, la
historia clinica del paciente, etc. El anticuerpo o agente se puede administrar una vez o durante una serie de tratamientos
que duran de varios dias a varios meses, o0 hasta que se efectia una curacién o una disminucién del estado patolégico
(por ejemplo, reduccion del tamafo del tumor). Los regimenes de administracion éptimos se pueden calcular de
mediciones de la acumulacién de farmaco del cuerpo del paciente y variardn dependiendo de la potencia relativa de un
anticuerpo, fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmento de unién a antigeno) o conjugado anticuerpo—farmaco
individual. En ciertos aspectos, la dosis es de 0,01 mg a 10 mg (por ejemplo, 0,01 mg, 0,05 mg, 0,1 mg, 0,5 mg, 1 mg, 2
mg, 3 mg, 4 mg, 5 mg, 7 mg, 8 mg, 9 mg, o 10 mg) por kg de peso corporal, y se pueden dar una vez o mas al dia, a la
semana, al mes, o al afio. En ciertos aspectos, el anticuerpo, fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmento de unién
a antigeno) o conjugado anticuerpo—farmaco de la presente divulgacién, se administra una vez cada dos semanas o una
vez cada tres semanas. El médico a cargo puede calcular las frecuencias de repeticion para la administracion de las dosis
basandose en los tiempos de residencia medidos y las concentraciones del farmaco en los fluidos o tejidos corporales.

Terapia de combinacion

En ciertos casos, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmento de unién de antigeno) o conjugado
anticuerpo—farmaco de la presente divulgacion se combina con otros agentes terapéuticos, tales como otros gentes
anticancerosos, agentes antialérgicos, agentes contra la nausea (o antieméticos), aliviadores del dolor, agentes
citoprotectores, y combinaciones de los mismos.

Los agentes quimioterapéuticos generales considerados para usarse en las terapias de combinacién incluyen anastrozol

(Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), sulfato de bleomicina (Blenoxane®), busulfan (Myleran®), busulfan inyeccion

(Busulfex®), capecitabina (Xeloda®), N4—pentoxicarbonil-5—desoxi—5—fluorocitidina, carboplatino (Paraplatin®),

carmustina (BiCNU®), clorambucilo (Leukeran®), cisplatino (Platinol®), cladribina (Leustatin®), ciclofosfamida (Cytoxan®
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o} Neosar®), citarabina, citosina arabinésido (Cytosar—U®), inyeccion de liposoma de citarabina (DepoCyt®), dacarbazina
(DTIC—Dome®), dactinomicina (Actinomicina D, Cosmegan), clorhidrato de daunorrubicina (Cerubidine®), inyeccion de
liposoma de citrato de daunorrubicina (DaunoXome®), dexametasona, docetaxel (Taxotere®), clorhidrato de
doxorrubicina (Adriamyoin®, Rubex®), etopdsido (Vepesid®), fosfato de fludarabina (Fludara®), 5—fluorouracilo (Adrucil®,
Efudex®), flutamida (Eulexin®), tezacitibina, Gemcitabina (difluorodesoxicitidina), hidroxiurea (Hydrea®), idarrubicina
(Idamycin®), ifosfamida (IFEX®), irinotecan (Camptosar®), L—asparaginasa (ELSPAR®), leucovorin calcio, melfalan
(Alkeran®), 6—mercaptopurina (Purinethol®), metotrexato (Folex®), mitoxantrona (Novantrone®), mylotarg, paclitaxel
(Taxol®), phoenix (Itrio90/MX-DTPA), pentostatina, polifeprosan 20 con implante de carmustina (Gliadel®), citrato de
tamoxifeno (Nolvadex®), tenipésido (Vumon®), 6-tioguanina, tiotepa, tirapazamina (Tirazone®), topotecan clorhidrato
para inyeccién (Hycamptin®), vinblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®), y vinorelbina (Navelbine®).

En un aspecto, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de uniéon de antigeno) o conjugado
anticuerpo—farmaco de la presente divulgacion se combina en una formulaciéon de combinacién farmacéutica, o régimen
de dosificacion como terapia de combinaciéon con un segundo compuesto que tiene propiedades anticancerosas. El
segundo compuesto de la formulacién de combinacién farmacéutica o régimen de dosificaciéon puede tener actividades
complementarias al anticuerpo o inmunoconjugado de la combinacién, de tal manera que no afecte uno adversamente al
otro. Por ejemplo, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmento de unién de antigeno) o conjugado
anticuerpo—farmaco de la presente divulgacion, se puede administrar en combinaciéon con, sin limitacion, un agente
quimioterapéutico, un inhibidor de tirosina quinasa por ejemplo, imatinib, y otros inhibidores de la ruta de cKIT.

El término “combinacién farmacéutica” usado en la presente se refiere a una combinacion fija en una forma farmacéutica
unitaria, o una combinacién no fija o un kit de partes para la administracién combinada, en donde dos o méas agentes
terapéuticos se pueden administrar independientemente al mismo tiempo o separadamente en intervalos de tiempo,
especialmente cuando estos intervalos permiten que los socios de combinacién muestren un efecto cooperativo, por
ejemplo, sinérgico.

El término “terapia de combinacién” se refiere a la administracion de dos o mas agentes terapéuticos para tratar una
condicion terapéutica o trastorno descrito en la presente divulgacion. Esta administracion abarca la coadministracion de
estos agentes terapéuticos de manera sustancialmente simultanea, tal como en una sola capsula que tiene una proporcion
fija de ingredientes activos. Alternativamente, esta administracion abarca la coadministracion en recipientes multiples o
separados (por ejemplo, capsulas, polvos y liquidos) para cada ingrediente activo. Los polvos o liquidos pueden ser
reconstituidos o diluidos a una dosis deseada antes de su administracién. Ademas, esta administraciéon también abarca
el uso de cada tipo de agente terapéutico de manera secuencial, ya sea aproximadamente al mismo tiempo o en tiempos
dieferentes. En cualquier caso, el régimen de tratamiento proveera efectos beneficiosos de la combinacién de farmaco en
el tratamiento de las afecciones o trastornos descritos en la presente.

La terapia de combinaciéon puede proveer “sinergia” y resultar “sinérgica”, esto es, el efecto logrado cuando los
ingredientes activos usados juntos es mayor que la suma de los efectos que resultan del uso de los compuestos
separadamente. Un efecto sinérgico se puede obtener cuando los ingredientes activos: (1) se coformulan y administran o
suministran simultdneamente en una formulacién de dosis unitaria combinada; (2) son suministrados por alternacion o en
paralelo como formulaciones separadas; o (3) por medio de algun otro régimen. Cuando se administran en una terapia de
alternacion, se puede obtener un efecto sinérgico cuando los compuestos se administran o suministran secuencialmente,
por ejemplo por medio de diferentes inyecciones en jeringas separadas. En general, durante la terapia de alternacion, una
dosis eficaz de cada ingrediente activo se administra secuencialmente, esto es, en serie, mientras que en la terapia de
combinacion las dosis eficaces de dos 0 més ingredientes activos se administran juntas.

En un aspecto, la presente divulgacién provee un método de tratamiento del cancer, administrando a un sujeto en
necesidad del mismo un conjugado de anticuerpo—farmaco en combiancién con uno o mas inhibidores de tirosina quinasa
que incluyen, sin limitacién, inhibidores de EGFR, inhibidores de Her2, inhibidores de Her3, inhibidores de IGFR, e
inhibidores de Met.

Por ejemplo, los inhibidores de tirosina quinasa incluyen, sin limitacion, clorhidrato de erlotinib (Tarceva®); linifanib (N—
[4—(8—amino—1H—indazol—4—il)fenil]-N'-(2—fluoro—5—metilfenil)urea, conocido también como ABT 869, disponible de
Genentech); malato de sunitinib (Sutent®); bosutinib (4-[(2,4—dicloro—5—metoxifenil)amino]-6—metoxi—7—[3—(4—
metilpiperazin—1—il)propoxi]quinolin—3—carbonitrilo, conocido también como SKI-606, y descrito en la patente de EE. UU.
No. 6.780.996); dasatinib (Sprycel®); pazopanib (Votrient®); sorafenib (Nexavar®); zactima (ZD6474); nilotinib
(Tasigna®); regorafenib (Stivarga®), e imatinib o mesilato de imatinib (Gilvec® y Gleevec®).
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Los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) incluyen, sin limitacién, clorhidrato de erlotinib
(Tarceva®), Gefitnib (Iressa®); N-[4—[(3—cloro—4—fluorofenil)amino]-7-[[(3"S")—tetrahidro—3—furanilloxi]-6—quinazolinil]-
4(dimetilamino)—2-butenamida, Tovok®); Vandetanib (Caprelsa®); Lapatinib (Tykerb®); (3R,4R)—4—amino—1—((4—((3—
metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin—5—il)metil)piperidin—3—ol (BMS690514); diclorhidrato de canertinib (Cl-1033);
6—[4—[(4—etil-1—piperazinil)metillfenill-N—[(1R)—1—feniletil|-7H—pirrolo[2,3—d]pirimidin—4—amina (AEE788, CAS 497839
62—0); Mubritinib (TAK165); Pelitinib (EKB569); Afatinib (BIBW2992); Neratinib (HKI-272); acido N—[4-[[1-[(3—
fluorofenil)metil]-1H-indazol-5—ilJamino]-5—-metilpirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin—6—il]-carbamico, éster de (3S)-3—
morfolinilmetilo (BMS599626); N—(3,4—dicloro—2—fluorofenil)-6—metoxi—7—[[(3aa,5p,6aa)—octahidro—2—
metilciclopenta[c]pirrol-5—illmetoxi]|-4—quinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8); y 4-[4-[[(1R)—1—feniletillamino]-
7H—pirrolo[2,3—d]pirimidin—6—il]-fenol (PKI166, CAS 187724—61-4).

Los anticuerpos de EGFR incluyen, sin limitacion, Cetuximab (Erbitux®); Panitumumab (Vectibix®); Matuzumab (EMD-
72000); Nimotuzumab (hR3); Zalutumumab; TheraCIM h—-R3; MDX0447 (CAS 339151-96-1); y ch806 (mAb—806, CAS
946414-09-1).

Los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (receptor HER2) (conocido también como Neu,
ErbB-2, CD340, o p185) incluyen, sin limitacién, Trastuzumab (Herceptin®); Pertuzumab (Omnitarg®); Neratinib (HKI-
272, (2E)-N—{4—{[3—cloro—4—[(piridin—2—il)metoxi]fenillamino]-3—ciano—7—etoxiquinolin—6—ill-4—(dimetilamino)but—2—
enamida, y se describen en la publicacion PCT No. WO 05/028443); Lapatinib o ditosilato de Lapatinib (Tykerb®);
(3R,4R)—4—amino—1—((4—((3—metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin—5-il)metil)piperidin—3—ol (BMS690514); (2E)—
N—{4—[(3—cloro—4—fluorofenil)amino]-7—[[(3S)—tetrahidro—3—furaniljoxi]-6—quinazolinill-4—(dimetilamino)—2—butenamida
(BIBW—2992, CAS 850140-72-6); acido N-[{4—{[1-[(3—fluorofenil)metil]-1H—-indazol-5-ilJamino]-5-metilpirrolo[2,1—
f][1,2,4]triazin—6—il]-carbamico, éster de (3S)-3—morfoliniimetilo (BMS 599626, CAS 714971-09-2); diclorhidrato de
Canertinib (PD183805 o CI-1033); y N-—(3,4—dicloro—2—fluorofenil)—-6—metoxi—7-[[(3aa,583,6aa)—octahidro—2—
metilciclopenta[c]pirrol-5—illmetoxi]-4—quinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8).

Los inhibidores de HERS incluyen, sin limitacion, LUIM716, MM-121, AMG—888, RG7116, REGN-1400, AV-203, MP-RM—
1, MM—111, y MEHD-7945A.

Los inhibidores de MET incluyen, sin limitacién, Cabozantinib (XL184, CAS 849217-68-1); Foretinib (GSK1363089,
anteriormente XL880, CAS 849217-64—7); Tivantinib (ARQ197, CAS 1000873—-98-2); 1—(2—hidroxi—2—metilpropil)—N—(5—
(7—-metoxiquinolin—4—iloxi)piridin—2—il)-5—metil-3—oxo—2—fenil-2,3—dihidro—1 H-pirazol-4—carboxamida  (AMG  458);
Cryzotinib (Xalkori®, PF-02341066); (3Z)-5—(2,3—dihidro—1H—indol-1-ilsulfonil)—-3—({3,5—dimetil-4—[(4—metilpiperazin—
1—il)carbonil]-1H—pirrol-2—il}metilen)—1,3—dihidro—2H-indol-2—ona (SU11271); (3Z)—N—(3—clorofenil)-3—({3,5—-dimetil-4—
[(4—metilpiperazin—1—il)carbonil]-1H—-pirrol-2—il}metilen)-N-metil-2—oxoindolin—5—sulfonamida (SU11274); (3Z)-N—(3—
clorofenil)-3—{[3,5—dimetil-4—(3—morfolin—4—ilpropil)—1 H—pirrol-2—illmetilen}—N-metil-2—oxoindolin—5—sulfonamida
(SU11606); 6-[difluoro[6—(1—metil-1H—pirazol-4—il)-1,2,4—triazolo[4,3-b]piridazin—3—illmetill-quinolina (JNJ38877605,
CAS 943540-75-8); 2—[4-{1—(quinolin—6-ilmetil)—1H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pirazin—6—il]-1H—pirazol-1-illetanol
(PF04217903, CAS 956905-27-4); N—((2R)-1,4—dioxan—2—ilmetil)—~N—metil-N'-[3—(1-metil-1H-pirazol-4—il)-5—oxo—
5H-benzo[4,5]ciclohepta[1,2—b]piridin—7—il]sulfamida (MK2461, CAS 917879-39-1); 6-[[6—(1—Metil-1H-pirazol-4—il)—
1,2,4—triazolo[4,3—b]piridazin—3—ilJtio]—quinolina (SG X523, CAS 1022150-57-7); y (32-5-[(2,6—
diclorofenil)metil]sulfonil]-3—[[3,5—-dimetil-4—[[(2 R)—2—(1—pirrolidinilmetil)—1—pirrolidiniljcarbonil]-1 H—pirrol-2—iljmetilen]—
1,3—dihidro—2H-indol-2—ona (PHA665752, CAS 477575-56-7).

Los inhibidores de IGF1R incluyen, sin limitacion, BMS-754807, XL-228, OSI-906, GSK0904529A, A—928605, AXL1717,
KW-2450, MK0646, AMG479, IMCA12, MEDI-573, y BI836845; véase, por ejemplo, Yee, JNCI, 104; 975 (2012) para una
revision.

En otro aspecto, la presente divulgacién provee un método de tratamiento del cancer, administrandole a un sujeto en
necesidad del mismo un conjugado anticuerpo—farmaco en combinacion con uno o mas inhibidores de la ruta de
sefializacion secuencia debajo de FGF, que incluyen, sin limitacién, inhibidores de MEK, inhibidores de Braf, inhibidores
de PI3K/Akt, inhibidores de SHP2, y también inhibidores de mTor.

Por ejemplo, los inhibidores de la proteina quinasa activada por mitégeno (MEK) incluyen, sin limitacion, XL—518 (conocido

también como GDC—0973, Cas No. 1029872-29-4, disponible de ACC Corp.); 2—[(2—cloro—4—yodofenil)amino]-N—

(ciclopropilmetoxi)—3,4—difluoro—benzamida (conocida también como Cl-1040 o PD184352 y descrita en la publicacién de

PCT No. WO02000035436); N-[(2R)-2,3-Dihidroxipropoxil-3,4—difluoro—2—[(2—fluoro—4—yodofenil)amino]-benzamida

(conocida también como PD0325901 y descrita en la publicacion de PCT No. W0O2002006213); 2,3-Bis[amino[(2—

aminofenil)tiometilen]-butanodinitrilo (conocido también como U0126 y descrito en la patente de EE. UU. No. 2.779.780);
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N—-[3,4-Difluoro—2—[(2—fluoro—4—yodofenil)amino]-6—metoxifenil]-1-[(2R)-2,3—dihidroxipropil]—ciclopropanosulfonamida

(conocida también como RDEA119 o BAY869766 y descrita en la publicacion de PCT No. W02007014011);
(3S,4R,527,8S,9S,11E)-14—(Etilamino)-8,9,16—trihidroxi—3,4—dimetil-3,4,9,19-tetrahidro—1 H-2—benzoxaciclotetradecin—
1,7(8H)—diona] (conocida también como E6201 y descrita en la publicacién de PCT No. WO2003076424); 2—Amino-3—
metoxiflavona (conocida también como PD98059, disponible de Biaffin GmbH & Co., KG, Alemania); Vemurafenib (PLX-
4032, CAS 918504-65-1); (R)-3—(2,3-Dihidroxipropil)—6—fluoro—5—(2—fluoro—4—yodofenilamino)—8—metilpirido[2,3—
d]pirimidin—4,7(3H,8H)—diona (TAK-733, CAS 1035555-63-5); Pimasertib (AS-703026, CAS 1204531-26-9); y
dimetilsulféxido de trametinib (GSK—1120212, CAS 1204531-25-80).

Los inhibidores de fosfatidilinositol-3—quinasa (PI3K) incluyen, sin limitacion, 4-[2—(1H-Indazol-4—il)-6—{[4—
(metilsulfonil)piperazin—1—iljmetilltieno[3,2—d]pirimidin—4—iljmorfolina (conocida también como GDC 0941 y descrita en las
publicaciones de PCT Nos. WO 09/036082 y WO 09/055730); 2—Metil-2—[4—[3—meti—2—ox0—8—(quinolin—3—il)—2,3—
dihidroimidazo[4,5—c]quinolin—1-illfenil]propionitrilo (conocido también como BEZ 235 o NVP-BEZ 235, y descrito en la
publicaciéon de PCT No. WO 06/122806); 4—(trifluorometil)-5—(2,6—dimorfolinopirimidin—4—il)piridin-2—amina (conocida
también como BKM120 o NVP-BKM120, y descrita en la publicacion de PCT No. WO2007/084786); Tozasertib (VX680
0 MK-0457, CAS 639089-54-6); (5Z)-5-[[4—(4—Piridinil)—6—quinolinillmetilen]-2,4—tiazolidindiona (GSK1059615, CAS
958852-01-2); (1E.,4S,4aR,5R,6aS,9aR)-5—(Acetiloxi)—1-[(di-2—propenilamino)metilen]-4,4a,5,6,6a,8,9,9a—octahidro—
11-hidroxi—-4—(metoximetil)-4a,6a—dimetil-ciclopenta[5,6]nafto[1,2—c]piran—2,7,10(1H)—triona (PX866, CAS 502632—-66—
8); y 8—fenil-2—(morfolin—4—il)-cromen—4—ona (LY294002, CAS 154447-36-6).

Los inhibidores de mTor incluyen, sin limitacion, Temsirolimus (Torisel®); Ridaforolimus (anteriormente conocido como
deferolimus, (1R,2R4S)-4-[(2R)-2[(1R,9S,125,15R,16 E,18R,19R,21R,23S5,24E,26 E,282,305,325,35R)-1,18—
dihidroxi—19,30—dimetoxi—15,17,21,23,29,35-hexametil-2,3,10,14,20—pentaoxo—11,36—dioxa—4—
azatriciclo[30.3.1.0*%hexatriaconta—16,24,26,28—tetraen—12—il|propill-2—metoxiciclohexil  dimetilfosfinato,  conocido
también como AP23573 y MK8669, y descrito en la publicacion de PCT No. WO 03/064383); Everolimus (Afinitor® o
RADO001); Rapamicina (AY22989, Sirolimus®); Simapimod (CAS 164301-51-3); (5—{2,4-Bis[(3S)—3—metilmorfolin—4—
illpirido[2,3—d]pirimidin—7—il}—2—metoxifenil)metanol (AZD8055); 2—-Amino—8-[trans—4—(2—hidroxietoxi)ciclohexil]-6—(6—
metoxi—3—piridinil)—4—metil—pirido[2,3—d]pirimidin—7(8 H)—ona (PF04691502, CAS 1013101-36-4); y N°—[1,4—dioxo—4—
[[4—(4—ox0—-8—fenil-4 H-1—-benzopiran—2—il)morfolinio—4—iljmetoxi]butill-L—arginilglici-L—a—aspartil-L—serina, sal interna
(SF1126, CAS 936487-67-1).

En otro aspecto, la presente divulgacion provee un método de tratamiento del cancer administrandole a un sujeto en
necesidad del mismo un conjugado anticuerpo—farmaco en combinacién con uno 0 mas agentes pro—apoptéticos, que
incluyen, sin limitacién, inhibidores de IAP, inhibidores de Bcl2, inhibidores de MCI1, agentes de Trail, inhibidores de Chk.

Por ejemplo, los inhibidores de IAP incluyen, sin limitacién, NVP-LCL161, GDC—-0917, AEG-35156, AT406, y TL32711.
Otros ejemplos de inhibidores de IAP incluyen, sin limitacion, los que se describen en WO04/005284, WO 04/007529,
WO05/097791, WO 05/069894, WO 05/069888, WO 05/094818, US2006/0014700, US2006/0025347, WO 06/069063,
WO 06/010118, WO 06/017295, y WO08/134679, todas las cuales se incorporan aqui como referencia.

Los inhibidores de BCL-2 incluyen, sin limitacién, 4—[4—[[2—(4—clorofenil)-5,5—dimetil-1—ciclohexen—1—iljmetil]-1—
piperazinil]-N—[[4—{[[(1R)—3—(4—morfolinil)—1—[(feniltio)metil]propillamino]-3—
[(trifluorometil)sulfonil]fenil]sulfonillobenzamida (conocida también como ABT—263 y descrita en la publicacion de PCT No.
WO 09/155386); Tetrocarcin A; Antimicina; Gossypol ((—)BL—193); Obatoclax; Etil-2—amino—6—ciclopentil—4—(1—ciano—2—
etoxi—2—oxoetil)-4Hcromeno—3—carboxilato (HA14—1); Oblimersen (G3139, Genasense®); péptido Bak BH3; acido (-)—
Gossypol acético (AT-101); 4-[4—[(4'-cloro[1,1'—bifenil]-2—il)metil]-1—piperazinil]-N-[[4—[[(1R)-3—(dimetilamino)—1—
[(feniltio)metil]propillamino]-3—nitrofenil]sulfonill-benzamida (ABT-737, CAS 852808-04-9); y Navitoclax (ABT—263, CAS
923564-51-6).

Los agonistas del receptor proapoptético (PARA) que incluyen DR4 (TRAILR1) y DR5 (TRAILR2), incluyen, sin limitacion,
Dulanermin (AMG-951, RhApo2L/TRAIL); Mapatumumab (HRS-ETR1, CAS 658052—09-6); Lexatumumab (HGS-ETR2,
CAS 845816—02—6); Apomab (Apomab®); Conatumumab (AMG655, CAS 896731-82-1); y Tigatuzumab (CS1008, CAS
946415-34-5, disponible de Daiichi Sankyo).

Los inhibidores de la quinasa de checkpoint (CHK) incluyen, sin limitacién, 7—hidroxiestaurosporina (UCN-01); 6—Bromo—

3—(1—metil-1 H-pirazol-4-il)-5—(3 R)—3—piperidinil-pirazolo[1,5—a]pirimidin—-7—amina (SCH900776, CAS 891494-63-6);

N—-[(S)—piperidin—3—illJamida del &cido 5—(3—fluorofenil)-3—ureidotiofen—2—carboxilico (AZD7762, CAS 860352-01-8); 4—

[((8S)—1-Azabiciclo[2.2.2]oct—3—il)amino]-3—(1H-bencimidazol-2—il)-6—cloroquinolin—2(1H)-ona (CHIR 124, CAS

405168-58-3); 7—Aminodactinomicina (7—AAD), Isogranulatimida, debromohimenialdisina; N—[5-Bromo—4-metil-2—

[(2S)—2—morfolinilmetoxi]-fenil]-N'—(5—metil-2—pirazinil)urea (LY2603618, CAS 911222—-45-2); Sulforafano (CAS 4478-
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93-7, isotiocianato de  4-metilsulfinilbutilo);  9,10,11,12-Tetrahidro—9,12—epoxi—1H-diindolo[1,2,3-f9:3",2',1'—
klpirrolo[3,4—i][1,6]benzodiazocin—1,3(2H)-diona (SB—218078, CAS 135897-06-2); y TAT-S216A (Sha et al., Mol.
Cancer. Ther2007; 6(1):147—-153), y CBP501 ((d—Bpa)sws(d—Phe—F5)(d—Cha)rrrqrr).

En un aspecto, la presente divulgacion provee un método de tratamiento del cancer, administrandole a un sujeto en
necesidad del mismo un conjugado anticuerpo—farmaco en combinacién con uno o mas inhibidores de FGFR. Por ejemplo,
los inhibidores de FGFR incluyen, sin limitacién, Brivanib alaninato (BMS-582664, (S)—((R)—1—(4—(4—Fluoro—2—metil-1 H-
indol-5—iloxi)-5—metilpirrolo[2,1—1][1,2,4]triazin—6—iloxi)propan—2—il)2—aminopropanoato); Vargatef (BIBF1120, CAS
928326—83—-4); acido dovitinib dilactico (TKI258, CAS 852433-84-2); 3—(2,6—Dicloro—3,5—dimetoxi—fenil)-1—-{6—-[4—(4—
etil-piperazin—1-il)—fenilamino]—pirimidin—4—il}—1—metil-urea (BGJ398, CAS 872511-34-7); Danusertib (PHA-739358); y
(PD173074, CAS 219580-11-7). En un aspecto especifico, la presente divulgacién provee un método de tratamiento del
cancer administrandole a un sujeto en necesidad del mismo un conjugado anticuerpo—farmaco en combinaciéon con un
inhibidor de FGFR2, tal como 3—(2,6—dicloro—3,5—dimetoxifenil)—1—(6((4—(4—etilpiperazin—1-il)fenil)amino)pirimidin—4—il)—
1—metilurea (conocida también como BGJ-398); 0 4—amino—5—fluoro—3—(5—(4—metilpiperazin1-il)-1 H-benzo[d]imidazol-
2-il)quinolin—2(1H)—ona (conocido también como dovitinib o TKI-258). AZD4547 (Gavine et al., 2012, Cancer Research
72, 2045-56, N-[5-[2—(3,5—-Dimetoxifenil)etil]|-2H—pirazol-3-il]-4—(3R,5S)—diemetilpiperazin—1-il)benzamida), Ponatinib
(AP24534; Gozgit et al., 2012, Mol Cancer Ther., 11; 690-99; 3—[2—(imidazo[1,2—b]piridazin—3—il)etinil]-4—meti-N—{4—
[(4—metilpiperazin—1—il)metil]-3—(trifluorometil)fenil}benzamida, CAS 943319-70-8).

Composiciones farmacéuticas

Para preparar composiciones farmacéuticas o estériles que incluyen inmunoconjugados, los inmunoconjugados de la
presente divulgacién se mezclan con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Adicionalmente, las
composiciones pueden contener uno 0 mas de otros agentes terapéuticos que son adecuados para el tratamiento o
prevencion de tumores estromales gastrointestinales (GIST), cancer de pulmén de célula pequefia (SCLC), leucemia
mieloide aguda (AML), melanoma, leucemia de mastocitos (MCL), mastocitosis, neurofibromatosis, cancer de mama,
cancer de pulmon de célula no pequefna (NSCLC), y cancer pancreatico.

Las formulaciones de agentes terapéuticos y diagnosticos se pueden preparar mezclando con vehiculos, excipientes o
estabilizadores fisiolégicamente aceptables en forma, por ejemplo, de polvos liofilizados, suspensiones, soluciones
acuosas, lociones o suspensiones (véase por ejemplo Hardman et al., “Goodman and Gilman's The Pharmacological
Basis of Therapeutics”, McGraw—Hill, Nueva York, N.Y., 2001; Gennaro, “Remington: The Science and Practice of
Pharmacy”, Lippincott, Williams and Wilkins, Nueva York, N.Y., 2000; Avis, et al. (eds.), “Pharmaceutical Dosage Forms:
Parenteral Medications”, Marcel Dekker, NY, 1993; Lieberman, et al. (eds.), “Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets”,
Marcel Dekker, NY, 1990; Lieberman, et al. (eds.) “Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems”, Marcel Dekker,
NY, 1990; Weiner y Kotkoskie, “Excipient Toxicity and Safety”, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 2000).

En un aspecto especifico, la forma de servicio clinico (CSF) de los conjugados anticuerpo—farmaco de la presente
divulgacion es un liofilizado en un vial que contiene el ADC, succinato de sodio y polisorbato 20. El liofilizado se puede
reconstituir con agua para inyeccion; la solucién comprende el ADC, succionato de sodio, sacarosa y polisorbato 20 a un
pH de aproximadamente de 5,0. Para administracién intravenosa subsecuente la solucién obtenida usualmente se diluira
adicionalmente en una solucién vehiculo.

La seleccion de un régimen de administracion para un agente terapéutico depende de varios factores que incluyen la
velocidad de recambio de la entidad en el suero o tejido, la severidad de los sintomas, la inmunogenicidad de la entidad,
y la accesibilidad de las células objetivo en la matriz biolégica. En ciertos aspectos, un régimen de administracion maximiza
la cantidad de agente terapéutico suministrado al paciente consistentemente con un grado aceptable de efectos
secundarios. Por consiguiente, la cantidad de agente biolégico suministrado depende en parte de la entidad particular y
la severidad de la afeccién tratada. Se tienen disponibles guias para seleccionar dosis apropiadas de anticuerpos,
citocinas y moléculas pequenas (véase por ejemplo Wawrzynczak, “Antibody Therapy”, Bios Scientific Pub. Ltd,
Oxfordshire, Reino Unido, 1996; Kresina (ed.), “Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis”, Marcel Dekker, Nueva
York, N.Y., 1991; Bach (ed.), “Monoclonal Antibodies and Peptide Therapy in Autoimmune Diseases”, Marcel Dekker,
Nueva York, N.Y., 1993; Baert et al., New Engl. J. Med. 348:601-608, 2003; Milgrom et al., New Engl. J. Med. 341:1966—
1973, 1999; Slamon et al., New Engl. J. Med. 344:783-792, 2001; Beniaminovitz et al., New Engl. J. Med. 342:613-619,
2000; Ghosh et al., New Engl. J. Med. 348:24-32, 2003; Lipsky et al., New Engl. J. Med. 343:1594—1602, 2000).

La determinacion de la dosis apropiada la realiza el médico, por ejemplo, usando parametros o factores conocidos o

sospechosos de afectar el tratamiento, o que se espera afecten el tratamiento. En general, la dosis empieza con una

cantidad un poco menor que la dosis 6ptima y se aumenta en incrementos pequefios posteriormente hasta lograr el efecto

deseado u 6ptimo con respecto a cualquier efecto secundario negativo. Las mediciones diagndsticas importantes incluyen
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las de los sintomas, por ejemplo la inflamacién o cantidad de citocinas inflamatorias producidas.

Las dosis reales de los ingredientes activos en los conjugados anticuerpo—farmaco de las composiciones farmacéuticas
se pueden variar a fin de obtener una cantidad de ingrediente activo que sea eficaz para obtener la respuesta terapéutica
deseada para un paciente particular, composicion y modo de administracién, sin ser toxica para el paciente. La dosis
seleccionada dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que incluyen la actividad de las composiciones
particulares de la presente divulgacién utilizadas, o el éster, sal o amida del mismo, la via de administracion, el tiempo de
administracion, la velocidad de excrecion del compuesto particular utilizado, la duracién del tratamiento, otros farmacos,
compuestos o materiales usados en combinacion con las composiciones particulares utilizadas, la edad, sexo, peso,
condicion, salud general, e historia médica previa del paciente tratado, y factores similares conocidos en las ciencias
médicas.

Las composiciones que comprenden los anticuerpos o fragmentos de los mismos pueden ser provistas por infusién
continua, o por dosis a intervalos de por ejemplo 1 dia, una semana, o 1-7 veces a la semana. Las dosis se pueden
proveer por via intravenosa, subcutanea, topica, oral, nasal, rectal, intramuscular, intracerebral, o por inhalaciéon. Un
protocolo de dosis especifico es el que incluye la dosis maxima o frecuencia de dosis que evita efectos secundarios
indeseables significativos.

Para los inmunoconjugados de la presente divulgacién, la dosis administrada a un paciente puede ser de 0,0001 mg/kg a
100 mg/kg del peso corporal del paciente. La dosificacion puede ser entre 0,0001 mg/kg y 20 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 10
mg’kg, 0,0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0,0001 y 2 mg/kg, 0,0001 y 1 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,75 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,5
mg’kg, 0,0001 mg/kg a 0,25 mg/kg, 0,0001 a 0,15 mg/kg, 0,0001 a 0,10 mg/kg, 0,001 a 0,5 mg/kg, 0,01 a 0,25 mg/kg o
0,01 a 0,10 mg/kg del peso corporal del paciente. La dosis de los anticuerpos o fragmentos de los mismos se puede
calcular usando el peso del paciente en kilogramos (kg) multiplicado por la dosis por administrar en mg/kg.

Las dosis de los inmunoconjugados se pueden repetir y las administraciones se pueden separar por al menos 1 dia, 2
dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2 meses, 75 dias, 3 meses, o por lo menos 6 meses. En un aspecto
especifico, las dosis de los inmunoconjugados de la presente divulgacion se repiten cada 3 semanas.

Una cantidad eficaz para un paciente particular puede variar dependiendo de factores tales como la afeccién tratada, la
salud general del paciente, el método, via y dosis de administracion, y la severidad de los efectos secundarios (véase por
ejemplo Maynard et al., “A Handbook of SOPs for Good Clinical Practice”, Interpharm Press, Boca Raton, Fla., 1996; Dent,
“Good Laboratory and Good Clinical Practice”, Urch Publ., Londres, Reino Unido, 2001).

La via de administraciéon puede ser por ejemplo, por aplicacién topica o cutanea, inyeccion o infusion por via intravenosa,
intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, intraocular, intraarterial, intracerebroespinal, intralesional, o mediante
sistemas de liberacién sostenida o un implante (véase por ejemplo Sidman et al., Biopolymers 22:547-556, 1983; Langer
et al., J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277, 1981; Langer, Chem. Tech. 12:98-105, 1982; Epstein et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:3688-3692, 1985; Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030-4034, 1980; patentes de EE. UU. Nos.
6.350.466 y 6.316.024). Cuando sea necesario, la composiciéon también puede incluir un agente de solubilizacion o un
anestésico local tal como lidocaina para mitigar el dolor en el sitio de la inyeccién, o ambas cosas. Ademas también se
puede utilizar administracién pulmonar, por ejemplo usando un inhalador o nebulizador, y formulacién con un agente de
atomizacion. Véase por ejemplo las patentes de EE. UU. Nos. 6.019.968, 5.985.320, 5.985.309, 5.934.272, 5.874.064,
5.855.913, 5.290.540 y 4.880.078; y las publicaciones de PCT Nos. WO 92/19244, WO 97/32572, WO 97/44013, WO
98/31346, y WO 99/66903, cada una de las cuales se incorpora aqui como referencia en su totalidad.

Una composicion de la presente divulgacién también se puede administrar por medio de una o mas vias de administracién
usando uno o0 mas de una variedad de métodos conocidos. Como apreciara el experto en la materia, la via y/o modo de
administracion variaran dependiendo de los resultados deseados. Las vias de administracion seleccionadas para los
inmunoconjugados incluyen la via de administracién intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea,
espinal u otras vias de administracién parenterales, por ejemplo por inyeccion o infusién. La administracién parenteral
puede representar modos de administracion diferentes de la administracion enteral y topica, usualmente por inyeccion, e
incluye, sin limitacion, inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperinoteal, transtraqueal, subcutadnea, subcuticular, intraarticular, subcapsular,
subaracnoide, intraespinal, epidural e intraesternal. Alternativamente, una composicion de la presente divulgacion se
puede administrar por medio de una via no parenteral, tal como una via de administracion tépica, epidérmica o mucosal,
por ejemplo por via intranasal, oral, vaginal, rectal, sublingual o tépica. En un aspecto, los inmunoconjugados de la
presente divulgacion se administran por infusién. En otro aspecto, los inmunoconjugados se administran por via
subcuténea.
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Si los inmunoconjugados de la presente divulgacion se administran en un sistema de liberacién controlada o liberacion
sostenida, se puede usar una bomba para lograr la liberacién controlada o sostenida (véase Langer, supra; Sefton, CRC
Crit. Ref Biomed. Eng. 14:20, 1987; Buchwald et al., Surgery 88:507, 1980; Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321:574, 1989).
Se pueden usar materiales poliméricos para obtener la liberacion controlada o sostenida de las terapias de los
inmunoconjugados (véase, por ejemplo, “Medical Applications of Controlled Release”, Langer y Wise (eds.), CRC Pres.,
Boca Raton, Florida, 1974; “Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance”, Smolen y Ball (eds.),
Wiley, Nueva York, 1984; Ranger y Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61, 1983; véase también Levy
etal., Science 228:190, 1985; During et al., Ann. Neurol. 25:351, 1989; Howard et al., J. Neurosurg. 7 1:105, 1989; patente
de EE. UU. No. 5.679.377; patente de EE. UU. No. 5.916.597; patente de EE. UU. No. 5.912.015; patente de EE. UU. No.
5.989.463; patente de EE. UU. No. 5.128.326; la publicacién de PCT No. WO 99/15154; y la publicacion de PCT No. WO
99/20253. Los ejemplos de polimeros usados en las formulaciones de liberacién sostenida incluyen, sin limitacién, poli(2—
hidroxietilmetacrilato), poli(metilmetacrilato), poli(acido acrilico), poli(etilen—co—acetato de vinilo), poli(acido metacrilico),
poliglicélidos (PLG), polianhidridos, poli(N—vinilpirrolidona), poli(alcohol vinilico), poliacrilamida, poli(etilenglicol),
polilactidas (PLA), poli(lactida—co—glicdlidos) (PLGA), y poliortoésteres. En un aspecto, el polimero usado en una
formulacion de liberacion sostenida es inerte, libre de impurezas lixiviables, estable en almacenamiento, estéril y
biodegradable. Un sistema de liberacion controlada o sostenida se puede colocar en la proximidad del agente profilactico
o terapéutico, requiriéndose asi so6lo una fracciéon de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en “Medical
Applications of Controlled Release”, supra, volumen 2, p. 115-138, 1984).

Los sistemas de liberacion controlada se exponen en la revisién de Langer, Science 249:1527-1533, 1990. Cualquier
técnica conocida para el experto en la materia se puede usar para producir formulaciones de liberacién sostenida que
comprenden uno 0 mas inmunoconjugados de la presente divulgacion; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. No.
4.526.938; la publicacion de PCT WO 91/05548; la publicacién de PCT WO 96/20698; Ning et al., Radiotherapy &
Oncology 39:179-189, 1996; Song et al., PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50:372—-397, 1995; Cleek
et al., Pro. Int'l. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 24:853-854, 1997; y Lam et al., Proc. Intl. Symp. Control Rel. Bioact.
Mater. 24:759-760, 1997, cada una de las cuales se incorpora aqui como referencia en su totalidad.

Si los inmunoconjugados de la divulgacion se administran por via topica, se pueden formular en forma de un ungiento,
crema, parche transdérmico, locion, gel, champu, espray, aerosol, solucién, emulsion, u otra forma muy conocida para el
experto en la materia; véase, por ejemplo, “Remington's Pharmaceutical Sciences and Introduction to Pharmaceutical
Dosage Forms”, 192 edicién, Mack Pub. Co., Easton, Pa. (1995). Para las formas farmacéuticas topicas no atomizables,
tipicamente se emplean formas viscosas a semisoélidas o sélidas, que comprenden un vehiculo 0 uno 0 mas excipientes
compatibles con la aplicacién topica, y que tienen una viscosidad dinamica, en algunos casos, mayor que la del agua. Las
formulaciones adecuadas incluyen, sin limitacion, soluciones, suspensiones, emulsiones, cremas, ungiientos, polvos,
linimentos, pomadas y similares que, si se desea, se esterilizan o se mezclan con agentes auxiliares (por ejemplo
conservadores, estabilizadores, agentes de mojado, amortiguadores o sales) para alterar varias propiedades tales como
por ejemplo la presion osmética. Otras formas farmacéuticas tépicas adecuadas incluyen las preparaciones de aerosol
atomizables, en donde el ingrediente activo, en algunos casos, en combinacién con un vehiculo sélido o liquido inerte, se
envasa en una mezcla con un material volatil presurizado (por ejemplo, un propulsor gaseoso como fre6n) o en una botella
exprimible. Si asi se desea también se le pueden afiadir agentes de mojado o humectantes a las composiciones
farmacéuticas y formas farmacéuticas. Los ejemplos de tales ingredientes adicionales son muy conocidos.

Si las composiciones que comprenden los inmunoconjugados se administran por via intranasal, se puede formular en
forma de aerosol, espray, niebla o en forma de gotas. En particular, los agentes profilacticos o terapéuticos para usarse
de acuerdo con la presente divulgacién se pueden suministrar convenientemente en forma de una presentacion de espray
de aerosol desde envases presurizados o un nebulizador, utilizando un propulsor adecuado (por ejemplo,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado). En el caso
de un aerosol presurizado, la dosis unitaria puede ser determinada suministrando una valvula para suministrar una
cantidad medida. Se pueden formular capsulas y cartuchos (compuestos, por ejemplo, de gelatina) para usarse en un
inhalador o insuflador, que contiene una mezcla en polvo del compuesto y una base de polvo adecuada como lactosa o
almidon.

Los métodos de coadministracién o tratamiento con un segundo agente terapéutico, por ejemplo una citocina, esteroide,
agente quimioterapéutico, antibiético o radiaciéon, son conocidos (véase, por ejemplo, Hardman et al. (eds.) (2001)
Goodman y Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 102 ed., McGraw—Hill, Nueva York, N.Y.; Poole y
Peterson (eds.) (2001) “Pharmacotherapeutics for Advanced Practice: A Practical Approach”, Lippincott, Williams &
Wilkins, Phila., Pa.; Chabner y Longo (eds.) (2001) “Cancer Chemotherapy and Biotherapy”, Lippincott, Williams & Wilkins,
Phila., Pa.). Una cantidad eficaz del agente terapéutico puede reducir los sintomas en por lo menos 10%; por lo menos
20%; por lo menos aproximadamente 30%; por o menos 40%, o por lo menos 50%.
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Las terapias adicionales (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) que se pueden administrar en combinacion
con los inmunoconjugados, se pueden administrar con menos de 5 minutos de separacion, menos de 30 minutos de
separacion, 1 hora de separacion, con aproximadamente 1 hora de separaciéon, con aproximadamente 1 a
aproximadamente 2 horas de separacién, con aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas de separacion, con
aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas de separacién, con aproximadamente 4 horas a aproximadamente
5 horas de separacion, con aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de separacién, con aproximadamente
6 horas a aproximadamente 7 horas de separacion, con aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas de
separacion, con aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas de separacién, con aproximadamente 9 horas a
aproximadamente 10 horas de separacion, con aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas de separacion,
con aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas de separacion, con aproximadamente 12 horas a 18 horas
de separacién, 18 horas a 24 horas de separacién, 24 horas a 36 horas de separacién, 36 horas a 48 horas de separacion,
48 horas a 52 horas de separacion, 52 horas a 60 horas de separacion, 60 horas a 72 horas de separacién, 72 horas a
84 horas de separacion, 84 horas a 96 horas de separacion, o 96 horas a 120 horas de separacion de los
inmunoconjugados de la presente divulgacion. Las dos o més terapias se pueden administrar en la misma visita del
paciente.

En ciertos aspectos, los inmunoconjugados se pueden formular para asegurar una distribucién adecuada in vivo. Por
ejemplo, la barrera hematoencefalica (BBB) excluye muchos compuestos muy hidréfilos. Para asegurar que los
compuestos terapéuticos de la divulgacion atraviesen la BBB (si asi se desea), se pueden formular, por ejemplo, en
liposomas. Para métodos de fabricacion de liposomas véanse por ejemplo las patentes de EE. UU. Nos. 4.522.811;
5.374.548; y 5.399.331. Los liposomas pueden comprender una 0 mas porciones que son transportadas selectivamente
a células u 6rganos especificos, de esta manera incrementan el suministro dirigido del farmaco (véase por ejemplo,
Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685). Porciones de direccionamiento ejemplares incluyen folato o biotina (véase por
ejemplo la patente de EE. UU. No. 5.416.016 de Low et al); manédsidos (Umezawa et al, (1988) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 153: 1038); anticuerpos (Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140; Owais et al. (1995) Antimicrob. Agents
Chemother. 39:180); receptor de proteina A tensoactivo (Briscoe et al. (1995) Am. J. Physiol 1233:134); p120 (Schreier et
al. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090); véase también K. Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; JJ. Killion;
I.J. Fidler (1994; Immunomethods 4:273).

La presente divulgacién provee protocolos para la administracién de una composicion farmacéutica que comprende
inmunoconjugados solos 0 en combinacion con otras terapias a un sujeto en necesidad de los mismos. Las terapias de
combinacionn (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) se pueden administrar de forma concomitante o
secuencial a un sujeto. La terapia (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) de las terapias de combinacién
también se puede administrar ciclicamente. La terapia ciclica incluye la administracién de una primera terapia (por
ejemplo, un primer agente profilactico o terapéutico) durante un periodo, seguido por la administracién de una segunda
terapia (por ejemplo, un segundo agente profilactico o terapéutico) durante un periodo, y repetir esta administracién
secuencial, esto es, el ciclo, para reducir el desarrollo de resistencia a una de las terapias (por ejemplo, agentes) para
evitar o reducir los efectos secundarios de una de las terapias (por ejemplo, agentes) o para mejorar la eficacia de las
terapias.

Las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) de las terapias de combinacion de la divulgacién se le
pueden administrar a un sujeto de forma concurrente.

El término “de forma concurrente” no se limita a la administracién de terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o
terapéuticos) exactamente al mismo tiempo, mas bien significa que una composicién farmacéutica que comprende
anticuerpos o fragmentos de los mismos se administra a un sujeto en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo,
de tal manera que los inmunoconjugados pueden actuar juntos con las otras terapias para proveer un mayor beneficio
que si se administraran de otra manera. Por ejemplo, cada terapia se le puede administrar a un sujeto al mismo tiempo o
secuencialmente en cualquier orden en diferentes puntos de tiempo; sin embargo, si no se administran al mismo tiempo,
deben ser administradas suficientemente préximas en el tiempo a fin de proveer el efecto terapéutico o profilactico
deseado. Cada terapia se puede administrar a un sujeto por separado, en cualquier forma apropiada y por cualquier via
adecuada. En diversos aspectos, las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) se administran a un sujeto
con menos de 15 minutos, menos de 30 minutos, menos de 1 hora de separacion, con aproximadamente 1 hora de
separacion, con aproximadamente 1 hora a aproximadamente 2 horas de separacion, con aproximadamente 2 horas a
aproximadamente 3 horas de separacion, con aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas de separacién, con
aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5 horas de separacién, con aproximadamente 5 horas a aproximadamente
6 horas de separacién, con aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas de separacion, con aproximadamente
7 horas a aproximadamente 8 horas de separacién, con aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas de
separacion, con aproximadamente 9 horas a aproximadamente 10 horas de separacién, con aproximadamente 10 horas
a aproximadamente 11 horas de separacién, con aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas de separacion,
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24 horas de separacion, 48 horas de separacion, 72 horas de separacién, o 1 semana de separacion. En otros aspectos,
dos o mas terapias (por ejemplo agentes profilacticos o terapéuticos) se administran en la misma visita del paciente.

Los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias de combinacién se pueden administrar a un sujeto en la misma
composicién farmacéutica. Alternativamente, los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias de combinacion se le
pueden administrar simultdneamente a un sujeto en composiciones farmacéuticas separadas. Los agentes profilacticos o
terapéuticos pueden administrarse a un sujeto por la misma via o diferentes vias de administracion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Generacion de Abs de cKIT por tecnologia de hibridoma

Antigeno y otras proteinas

Se gener6 una linea celular de expresién transitoria que secreta proteina cKIT humana por transfeccién de células 293
Freestyle™ (Invitrogen, Carlsbad, Ca). Brevemente, las células cultivadas en medio Freestyle™ (Invitrogen) se
transfectaron usando reactivo de transfeccion 293Fectin™ y un plasmido recombinante que contiene el ECD del ADNc de
cKIT humano y una etiqueta His6 en el extremo C de la secuencia, o un Fc murino (pFUSE, Invivogen, San Diego, CA).
De 48 a 72 horas después el medio se centrifuga para quitar las células, se esterilizan por filtracion y el lisado aclarado
se usa para la purificacion de proteina.

Para la cKIT etiquetada con His6: El concentrado resultante se aplicé a una columna NiNTA His—Bind Superflow a 0,5
ml/min. Después del lavado de linea de base con PBS, el material enlazado se eluyé con PBS con un gradiente escalonado
de imidazol (10-500 mM). El eluato resultante se dializé contra PBS, pH 7,3, se esteriliz6 por filtracion y se distribuy6 en
alicuotas. Para la fusién Fc—cKIT, se usaron columnas Protein G fastFlow (en lugar de NiNTA) como se describe arriba,
y se eluyé con un amortiguador de glicina de pH 3, que se neutralizé con Tris, pH 8.

Generacién de hibridoma

Inmunizacién de ratones y produccién de hibridomas

La cKIT purificada se diluy6 1:1 con adyuvante completo de Freund antes de inmunizacién de ratones transgénicos Bcl—
2 (raza C57BL/6-Tgn (bcl-2) 22 Wehi). Los ratones se inmunizaron usando un procedimiento que se denomina
inmunizacién repetitiva en sitios multiples (RIMMS) (Mcintyre GD., Hybridoma, 1997). Brevemente, los ratones se
inyectaron con 1-3 pg de antigeno en 8 sitios especificos proximos a los nédulos linfaticos periféricos (PLN). Este
procedimiento se repitié 8 veces durante un periodo de 12 dias. El dia 12 se recolecté un sangrado de prueba y el titulo
de anticuerpo en el suero se analiz6 por ELISA. Los PLN reunidos se removieron de los ratones de alto titulo el dia 15.
Para cosechar los linfocitos, los PLN se lavaron dos veces con DMEM simple y después se disociaron por pasaje a través
de un tamiz de 0,22 micrémetros (Falcon #352350, BD Bioscience, San Jose, CA). Los linfocitos resultantes se lavaron
dos veces mas antes de la fusion. Células de mieloma FO se mezclaron con linfocitos a una proporcién de 2,5 linfocitos a
1 célula FO. La mezcla de células se centrifug6, y subsiguientemente se agregd 1 mL de PEG 1500 gota a gota a la pella
celular durante 1 minuto. Después de 30 segundos se agreg6 lentamente 1 mL de DMEM, y 1 minuto después se
agregaron 19 mL de DMEM durante 5 minutos. Las células fusionadas se hicieron pella, se suspendieron a una densidad
de 2 x 105 células/mL en medio HAT (DMEM + 20 % FBS, Pen/Strep/Glu, 1x NEAA, 1x HAT, 0,5x HFCS), y se pusieron
a 37 °C durante 1 hora. Después las células se sembraron en placas de 384 pocillos a razon de 60 pL/pocillo.

Tamizado de hibridomas que secretan anticuerpos para cKIT

Diez dias después de la fusién las placas de hibridomas se tamizaron para determinar la presencia de anticuerpos
especificos de cKIT. Para el tamizado de ELISA, placas de 384 pocillos Maxisorp (Nunc #464718) se recubrieron con 50
uL de cKIT (diluido a 15 ng/pocillo en PBS) y se incubaron durante la noche a 4 °C. La proteina remanente se aspirdé y los
pocillos se bloquearon con BSA al 1 % en PBS. Después de 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente, los pocillos
se lavaron 4 veces con PBS + Tween al 0.05 % (PBST). Se transfirieron 15 uL del sobrenadante de hibridoma a las placas
de ELISA. Se diluyeron 15 pL de suero de ratén, tomado en el momento de la remocién de PLN, 1:1000 en PBS, y se
agregaron como control positivo. Se agregaron 50 uL de anticuerpo secundario (anti-lgG de ratén de cabra — HRP
(Jackson Immuno Research #115-035-071, West Grove, PA), diluido 1:5000 en PBS) a todos los pocillos sobre las placas
de ELISA. Después de incubacion a temperatura ambiente durante 1 hora, las placas se lavaron 8 veces con PBST. Se
agregaron 25 uL de TMB (KPL #50-76-05) y después de 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente; las placas
se leyeron a una absorbancia de 605 nm. Las células de los pocillos positivos se expandieron en placas de 24 pocillos en
medio HT (DMEM + 20 % FBS, Pen/Strep/Glu, 1x NEAA, 1x HT, 0,5x HFCS).
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Purificaciéon del anticuerpo

El sobrenadante que contenia los anticuerpos de cKIT se purificaron usando proteina G (Upstate # 16—-266 (Billerica,
MA)). Antes de cargar el sobrenadante, la resina se equilibré con 10 volimenes de columna de PBS. Después de la unién
de la muestra, la columna se lavé con 10 volimenes de columna de PBS, y después el anticuerpo se eluyé con 5
volimenes de columna de glicina 0,1 M, pH 2,0. Las fracciones de la columna se neutralizaron inmediatamente con 1/10
de volumen de Tris HCI, pH 9,0. Se midié la OD280 de las fracciones, y las fracciones positivas se reunieron y se dializaron
durante la noche contra PBS, pH 7,2.

Ejemplo 2: Humanizacion y maduracion de afinidad de anticuerpos anti—cKIT

Disefio de la humanizacion

Las secuencias de VH y VL del anticuerpo anti—cKIT derivado de hibridoma, 9P3, son SEQ ID NO.9 y SEQ ID NO.18,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de IgG1 de humano usadas para generar
IgG completa son SEQ ID NO.10 para la cadena pesada y SEQ ID NO.19 para la cadena ligera. La humanizacion de la
cadena pesada se logro injertando las tres regiones CDR (GFTFSDYYMA (SEQ ID NO. 148)) (NINYDGSSTYYLDS (SEQ
ID NO.149)) Y (GDYYGTTYWYFDV (SEQ ID NO.150) del anticuerpo anti—cKIT 9P3, sobre el armazén aceptor de linea
germinal humana VH3_3-07 (base de datos vBASE). La humanizacion de la cadena ligera se efectu6 injertando las 3
regiones CDR (RASQDISNYLN (SEQ ID NO.151)), (YTSRLQS (SEQ ID NO.152)) y (QQGKKLWS (SEQ ID NO.153)) del
anticuerpo anti—cKIT 9P3, sobre el armazédn de aceptor de linea germinal humana VK3-L25 (base de datos vBASE) o
injertando 2 regiones CDR (SEQ ID NO.152 y SEQ ID NO.153) sobre el armazon aceptor de linea germinal humana VK1—
012 (base de datos vVBASE). Ademas de las regiones CDR, un residuo de armazén del dominio variable de cadena ligera,
esto es, VL #71, y en el caso de VK3-L25 VL #79 (numeracion de residuos basada en SEQ ID NO. 21) fue retenida de la
secuencia 9P3. Ademas, los elementos J humanos JH4 y JK4 se usaron para la cadena pesada y ligera respectivamente.
Las secuencias de amino&cidos resultantes de la cadena pesada de anticuerpo humanizado son SEQ ID NO.11, y para
las dos cadenas ligeras SEQ ID NO.20 (VK1-012) y SEQ ID NO. 21 (VK3-L6).

Creemos que el motivo de aminoacido aspartato seguido por glicina (DG) puede ser susceptible de modificacion posterior
a la traduccion (formacién de iso—aspartato) y que las lisinas dentro de las CDR pueden disminuir la fraccion de anticuerpo
activo después de la conjugacion anticuerpo—farmaco. Se aplicéd una combinacién de mutagénesis aleatoria (esto es, PCR
susceptible de error) y mutagénesis dirigida para optimizar los anticuerpos humanizados.

Generacién de secuencias humanizadas

Las secuencias de ADN que codifican dominios VL y VH humanizados se compraron en GeneArt (Life Technologies Inc.
Regensburg, Alemania), incluyendo optimizacion de codén para Homo sapiens. Las secuencias que codifican los dominios
VL y VH se subclonaron por corte y pegado de los vectores derivados en GeneArt en vectores de expresion adecuados
para secrecion en células de mamifero. Las cadenas pesada y ligera se clonaron en vectores de expresion individuales
para permitir la cotransfeccién. Los elementos del vector de expresion incluyen un promotor (intensificador—promotor de
citomegalovirus (CMV)), una secuencia sefial para facilitar la secrecion, una sefial de poliadenilacién y un terminador de
transcripcién (gen de hormona de crecimiento bovino (BGH)), un elemento que permite la replicacién episémica y
replicacion en procariotas (por ejemplo origen de SV40 y ColE1 u otros conocidos) y elementos que permiten la seleccion
(gen de resistencia a ampicilina y marcador de zeocina).

Expresién y purificacién de anticuerpos humanizados

Las células de rifibn embrionario humanas que expresan constitutivamente el gen T grande de SV40 (HEK293-T
ATCC11268) son una de las lineas celulares hospederas preferidas para la expresion transitoria de proteinas IgG
humanizadas u optimizadas. La transfeccion se realiza usando PEI (Polietilenimina, MW 25,000 lineal, Polysciences, USA
Cat.No. 23966) como reactivo de transfeccion. La solucién de reserva de PEI se prepara disolviendo cuidadosamente 1
g de PEI en 900 ml de agua grado cultivo celular a temperatura ambiente (t.a.). Para facilitar la disolucién de la PEI, la
solucion se acidifica agregando HCI a pH 3-5, seguido por neutralizacién con NaOH a un pH final de 7,05. Finalmente, el
volumen se ajusta a 1 L y la solucion se filtra a través de un filtro de 0,22 um, se distribuye en alicuotas y se congela a —
80 °C hasta su uso ulterior. Una vez descongelada, una alicuota puede ser congelada nuevamente hasta 3 veces a —20
°C pero no se debe almacenar mucho tiempo a —20 °C. Las células HEK 293T se cultivan usando un medio de cultivo
libre de suero patentado de Novartis para transfeccion y propagacion de las células, y medio de cultivo libre de suero
ExCell VPRO (SAFC Biosciences, USA, Cat.No. 24561C) como medio de produccion/alimentacion. Las células
preparadas para transfecciones transitorias son cultivadas en cultivo en suspensién. Para transfecciones a escala
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pequefa (<5 L), las células se desarrollan en matraces agitados Corning (Corning, Tewksbury, MA) sobre un agitador
orbital (100—120 rpm) en un incubador humidificado a 5% de CO2 (matraces de semilla). Las células en los cultivos semilla
deben mantenerse en la fase de crecimiento exponencial (densidades celulares entre 5x105 y 3x108/mL) y exhiben una
viabilidad de >90% para la transfeccion. Las densidades celulares fuera de esta escala resultaran en una fase de retraso
después de la dilucion o eficiencia de transfeccion reducida. Para transfeccion a escala pequefa (<5 L) se toma una
alicuota de las células de los cultivos semilla y se ajusta a 1,4x10° células/mL en 36 % del volumen final con medio de
cultivo libre de suero de Novartis. La soluciéon de ADN (solucién 1: 0,5 mg de plasmido de expresién de cadena pesada y
0,5 mg de cadena ligera para una transfeccion de 1 L) se prepara diluyendo el ADN a 1 mg/L (volumen final) en 7% del
volumen de cultivo final, seguido por agitacién suave. Para prevenir la contaminacién bacteriana, esta solucién se filtra
usando un filtro de 0,22um (por ejemplo Millipore Stericup). Después 3 mg/L (volumen final) de solucién de PEI también
se diluye en 7% del volumen de cultivo final y se mezcla suavemente (solucién 2). Ambas soluciones se incuban durante
5-10 minutos a temperatura ambiente (t.a.). Posteriormente la solucién 2 se afiade a la solucién 1 con agitacion suave y
se incuba otros 5—15 minutos a temperatura ambiente. Después se agrega a las células la mezcla de transfeccion y el
cultivo de las células se continla durante 4 a 6 horas. Finalmente, el restante 50% de volumen de produccion total se
obtiene con la adicion de medio de cultivo libre de suero ExCell® VPRO. El cultivo celular se continda durante 11 dias
después de la transfeccion. El cultivo se cosecha por centrifugacion a 4500 rpm durante 20 minutos a 4 °C (Heraeus ®,
Multifuge 3 S—R, Thermo Scientific, Rockford, IL). El sobrenadante celular recuperado se esteriliza por filtracion a través
de un filtro stericup (0,22 um) y se guarda a 4 °C hasta su ulterior procesamiento.

La purificacién se realizé en un sistema de cromatografia “AKTA 100 explorer Air” a 4 °C en una cabina de enfriamiento,
usando una columna recién sanitizada (0,25 M NaOH) HiTrap ProtA MabSelect®SuRe, 5 ml. La columna se equilibré con
5 volumenes de columna (CV) de PBS (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA) y después el sobrenadante filtrado estéril
(2 L) se carg6 a 4,0 ml/min. La columna se lavé con 8 CV de PBS para eluir la muestra no enlazada y nuevamente se lavd
con 5 CV de PBS. El anticuerpo se eluy6é con 5 CV de citrato 50 mM, 70 mM NaCl pH 3,2. El eluato se recolect6 en
fracciones de 3 mL; las fracciones se reunieron y se ajustaron a pH 7 con Tris HCI 1 M, pH 10. Las fracciones reunidas
se juntaron y se esterilizaron por filtracion (Millipore Steriflip, 0,22 um), se midi6é la OD 280 nm en un espectrofotometro
ND-1000 (NanoDrop), y la concentracién de proteina se calculé basandose en los datos de la secuencia. El eluato se
analizé para determinar la agregacion (SEC-MALS) y la pureza (SDS—PAGE, LAL y MS). Para el segundo paso de
purificaciéon, en caso necesario, las fracciones reunidas de la primera purificacion se cargaron en una SPX recién
sanitizada (0,5 M NaOH) (Hi Load 16/60 Superdex 200 grade 120 mL (GE—-Healthcare). La columna se equilibré con PBS
y la corrida se hizo con amortiguador PBS a 1 ml/min, el eluato se recogié en fracciones de 1,2 ml y se analiz6 como se
describe en el primer paso de purificacion.

Ejemplo 3: Tamizado de anticuerpos anti—cKIT
Inmunopurificaciones HUCAL PLATINUM®

Para la seleccion de anticuerpos que reconocen cKIT humano se utilizaron muchas estrategias de inmunopurificacion.
Los anticuerpos terapéuticos contra las proteinas cKIT humanas se generaron por selecciéon de clones que tienen altas
afinidades de unién, usando como fuente de proteinas variantes de anticuerpo una coleccion de presentacion de fago
disponible comercialmente, la coleccién Morphosys HUCAL PLATINUM® (Morphosys, Munich DE). La coleccién de
fagémido se basa en el concepto HUCAL® (Knappik et al., (2000) J Mol Biol 296: 57—86) y utiliza la tecnologia CysDisplay®
para presentar el Fab sobre la superficie del fago (Lohning, WO 01/05950). Para el aislamiento de los anticuerpos anti—
cKIT, se realizaron estrategias de inmunopurificacién estandares usando enfoques de inmunopurificacion en fase sélida,
solucién, célula entera, y célula entera diferencial.

Inmunopurificacién en fase solida contra cKIT

Una placa Maxisorp™ de 96 pocillos se recubrié con proteina de fusion cKIT—Fc de humano o raton durante la noche a 4
°C. Para cada inmunopurificacion, se agregaron aproximadamente 4x10'3 fago—anticuerpos HUCAL PLATINUM® a cada
antigeno recubierto y se incub6 2 horas a t.a. sobre una agitadora de placa de microtitulacién. Posteriormente, los fagos
enlazados no especificos se lavaron por medio de varios pasos de lavado y los fagos enlazados especificamente se
eluyeron usando DTT 25 mM en Tris/HCI 10 mM, pH 8.

El eluato se transfiri6 a 14 ml de bacterias E. coli y se incubd para la infeccién del fago. Las bacterias infectadas se
resuspendieron en medio 2xYT, se sembro6 sobre placas de agar LB/Cam y se incub6 durante la noche. Las colonias se
rasparon de las placas y se usaron para rescate de fago, amplificacion policlonal de clones seleccionados y produccion
de fago. Con el fago purificado se inici6 la siguiente ronda de inmunopurificacién.

La segunda y tercera ronda de inmunopurificaciéon en fase solida se realizéd de acuerdo con el protocolo de la primera
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ronda, excepto por cantidades disminuidas de antigeno y condiciones de lavado mas severas.

Inmunopurificacién de captura contra cKIT

Para inmunopurificacion de captura, las proteinas de fusién antigeno cKIT/Fc murino se inmovilizaron sobre una placa
Maxisorp™ de 96 pocillos por medio de un anticuerpo de captura de cabra anti—Fc de ratén. Durante el bloqueo del fago,
se agregd vy globulina de humano y ratén al amortiguador de bloqueo para evitar la selecciéon de anticuerpos contra el
anticuerpo de captura y la parte Fc de ratdn del antigeno. Los procedimientos de recubrimiento de antigeno y bloqueo de
fago en la inmunopurificacién de captura se realizaron como se describe en el protocolo de inmunopurificacion de fase
solida (véase arriba).

Protocolo de inmunopurificaciéon en solucién con perlas magnéticas acopladas con estreptavidina.

Se hicieron inmunopurificaciones en solucién en 2 modos diferentes (“clasico” y “alternativo”). Para cada
inmunopurificacion, aproximadamente 4x10'3 fago—anticuerpos HUCAL PLATINUM® se bloquearon con un volumen igual
de 2x Chemiblocker/ 0,1% Tween20. Para la remocién de fago enlazado a estreptavidina o a perla, se hizo una
preadsorcion de particulas de fago bloqueadas 2 veces usando cada vez 1 mg de perlas de estraptividina bloqueadas.

a) Modo “clasico”: mAb 16P23 biotinilado se incubé con proteina cKIT ECD His humana y se agregé a las particulas
de fago bloqueadas. El anticuerpo 16P23 es un hibridoma generado internamente y se us6 en varios protocolos de
tamizado como anticuerpo de captura para exponer diferentes dominios sobre el ECD de cKIT. El anticuerpo de 16P23
también se usé para fines de agrupacion de anticuerpo. Después de incubacion, los complejos fago—antigeno se
capturaron usando perlas de estreptavidina y las particulas de fago enlazadas a las perlas de estraptividina se recolectaron
con un separador magnético.

b) Modo “alternativo”: Se agregd mAb 16P23 biotinilado a perlas de estraptividina y la mezcla anticuerpo—perlas se
incubd en un aparato giratorio a t.a. por 30 minutos. Las perlas se lavaron y se resuspendieron en PBS que contenia la
proteina cKIT ECD-His humana. Subsiguientemente los fagos se agregaron y el complejo anticuerpo—perla—antigeno—
fago se gir6 durante 1 hora mas a t.a. en un aparato giratorio. Después de este Ultimo paso de incubacién las perlas se
capturaron con un separador magnético y los sobrenadantes se desecharon.

Usando ambos métodos de presentacion el fago enlazado no especifico se deslavé por medio de varios pasos de lavado
usando PBS/0,05% Tween20 y PBS. Los fagos enlazados especificamente se eluyeron de perlas de estreptavidina
usando DTT 25 mM en Tris/HCI 10 mM, pH 8. Se hizo infeccién de fago y produccién de fago subsecuentes de acuerdo
con el protocolo de inmunopurificacion en fase sélida.

La segunda y tercera ronda de la inmunopurificacion en solucién se realizé de acuerdo con el protocolo de la primera
ronda, excepto por cantidades disminuidas de antigeno y condiciones de lavado mas severas.

Inmunopurificacién de célula entera contra cKIT

Células objetivo que expresan el antigeno cKIT de humano, ratén o rata, se usaron como antigenos y se pusieron en
contacto con fago—anticuerpos HUCAL PLATINUM® para inmunopurificaciones. Los complejos fago—célula se lavaron 3
veces con PBS/5% FCS. La elucion de fago enlazado especificamente de las células objetivo se realizé con 0,1 M glicina—
HCI/0,5 M NaCl, pH 2,2. Se hizo una infeccion de fago subsiguiente y produccién de fago de acuerdo con el protocolo de
inmunopurificacion en fase soélida. La segunda y tercera ronda de la inmunopurificacién de célula entera se realizé de
acuerdo al protocolo de la primera ronda.

Inmunopurificacién de célula entera diferencial contra cKIT

En la inmunopurificacion de célula entera diferencial, la seleccién se hizo alternando células y proteina purificada. Las
rondas de seleccién sobre el antigeno purificado se hicieron como se describe en el protocolo de inmunpurificacién en
fase solida. Para las rondas de seleccion sobre las células, consulte el procedimiento en la seccion de inmunopurificacién
de célula entera contra cKIT.

Inmunopurificaciones de maduracién

Para obtener anticuerpos especificos con mayor afinidad, se hicieron inmunopurificaciones de maduracién (Prassler et

al., Future Med. Immuno. 2009 1(4):571-583). Para este propésito, clones secuenciados ya probados para la unién

especifica de cKIT se usaron para intercambio de casete LCDR3 o HCDR2. Posteriormente se hicieron 2 rondas de

inmunopurificaciones en fase solida con proteina de fusién cKIT-Fc de humano o ratén como se describe en el protocolo
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de inmunopurificacion en fase sélida.

a) Para LCDR3 RapMAT®: Fragmentos que codifican Fab de ADN del vector pMORPH30® derivado de fago (Morphosys,
Munich DE) se digirieron enzimaticamente y los insertos se reemplazaron con casetes de maduracién TRIM™ LCDR3
(Virnekaes et al., NAR 1994 22(25):5600-5607). Subsecuentemente se ligaron 1,25 ug de vector de presentacion
pMORPH30® con el fragmento de inserto que lleva las LCDRS3 diversificadas.

b) Para HCDR2 RapMAT®: Después de la segunda ronda de inmunopurificacion, fragmentos que codifican Fab de ADN
del vector pMORPH30® derivado de fago se digirieron enzimaticamente y los insertos se reemplazaron con casetes de
maduracion TRIM™ HCDR2 (Virnekas et al., supra). Subsecuentemente se ligaron 1,25 ug del vector de presentacion
pMORPH30® con el fragmento de inserto que lleva las HCDR2 diversificadas.

Las colecciones generadas se amplificaron y sometieron a 2 rondas de inmunopurificacion con severidad incrementada y
concentracion de antigeno reducida o alternacién de antigeno cKIT humano y de raton para identificar los clones de
afinidad mejorada.

Preparacién de lisados bacterianos que contienen Fab para inmunopurificacién por ELISA

Para el tamizado y caracterizacién inicial en un cultivo nocturno de clones de E. coli que expresan Fab individuales se
lisaron usando lisozima, 4 mM EDTA y 10 U/ul Benzonase. Los lisados de E. coli que contenian Fab se usaron para
tamizado de ELISA, FACS y SET.

Tamizado de lisados bacterianos crudos que contienen Fab

Tamizado por ELISA

Usando tamizado de ELISA se identificaron clones de Fab individuales del resultado de inmunopurificacién para la unién
de antigeno objetivo. Los Fab se probaron usando lisados de E. coli crudos que contienen Fab.

ELISA de |a verificacién de expresion de Fab

Para la verificacion de la expresion de Fab en los lisados de E. coli preparados, placas de 384 pocillos Maxisorp™ (Nunc,
Sigma—Aldrich, St. Louis MO) se recubrieron con anti-lgG humana de oveja especifica de fragmento Fd diluido 1:1000 en
PBS. Después de bloquear con leche descremada en polvo al 5% en PBS que contenia Tween20 al 0,05%, se agregaron
los lisados de E. coli que contenian Fab. Subsecuentemente los fragmentos HUCAL®- Fab enlazados se detectaron por
incubacién con anti—IgG humana de cabra especifico de F(ab)2, conjugado con fosfatasa alcalina (diluido 1:5000), seguido
por adicion del sustrato de fluorescencia AttoPhos® (Roche, #11681982001, Mannheim, DE). La emision de fluorescencia
a 535 nm se registré con excitacion a 430 nm.

Tamizado de ELISA sobre antigeno recubierto directamente

Placas de 384 pocillos Maxisorp™ se recubrieron con proteina ECD de cKIT humana con etiqueta de mFc a una
concentracion de 10 ug/ml en PBS. Después de bloquear las placas con leche descremada en polvo al 5% en PBS, se
agregaron los lisados de E. coli que contenian Fab. La unién de los Fab fue detectada por anti—IlgG humana de cabra
especifico de F(ab)z2, conjugado con fosfatasa alcalina (diluido 1:5000), usando el sustrato de fluorescencia Attophos®
(Roche, #11681982001, Mannheim, DE). La emisién de fluorescencia a 535 nm se registr6 con excitacién a 430 nm.

Agrupacién en bins de epitopos con lisados Fab BEL

Para identificar posibles competidores de unién de ligando antes de la maduracion de afinidad, se hizo un tamizado de
ELISA de competencia con lisados de E. coli de Fab y anticuerpo 16P23, un competidor de unién de ligando conocido.
Para este proposito, placas de 384 pocillos Maxisorp™ se recubrieron con proteina cKIT ECD humana etiquetada con
mFc y se bloquearon como se describe arriba (tamizado de ELISA sobre antigeno recubierto directamente).

El mAb 16P23 se agreg6 a una concentracion final de 5 pg/ml, seguido por incubacioén con lisados de E. colique contienen
Fab. Finalmente, la union de los Fab fue detectada con un anticuerpo anti-FLAG conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma
A-9469, diluido a 1:10000) usando el substrato de fluorescencia Attophos ® (Roche, #11681982001). La emision de
fluorescencia a 535 nm se registré con excitacion a 430 nm.

Tamizado de FACS
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En el tamizado de FACS, se identifican clones de Fab individuales que se unen al antigeno expresado en la superficie
celular a partir del resultado de inmunopurificacién. Los Fab se prueban usando lisados de E. coli crudos que contienen
Fab.

El tamizado de FACS se realizé en formato de placa de 96 o 384 pocillos:

a) En un formato de placa de 96 pocillos usando un dispositivo de matriz BD FACS, 100 pl de suspension celular
se transfirieron a una placa nueva de 96 pocillos (dando por resultado 1x10° células/pocillo). La placa que contenia la
suspension celular objetivo se centrifugd y el sobrenadante se desech6. La pella celular remanente se resuspendié y 50 pl
de los extractos de BEL que contiene Fab se agregaron a los pocillos correspondientes. La placa se incubd sobre hielo
durante 1 hora. Después de la incubacion, las células se centrifugaron y se lavaron 3 veces con 200 pl de amortiguador
FACS (PBS, 3% FCS). Después de cada paso de lavado, las células se centrifugaron y se resuspendieron
cuidadosamente. Se agregé anticuerpo de deteccion secundario (anti—IgG humana de cabra conjugado con PE; Dianova,
Hamburg, DE) y las muestras se incubaron sobre hielo y se lavaron subsecuentemente de acuerdo con la incubacion de
Fab. Finalmente, las pellas celulares se resuspendieron en 150 pl de amortiguador FACS por pocillo y las muestras se
analizaron en una matriz BD FACS.

b) En un formato de placa de 384 pocillos usando un dispositivo BD Calibur ® HTS (BD Biosciences, San Jose,
CA), 20 pl de suspension celular se transfirieron a una placa nueva de 384 pocillos redondos (dando como resultado 4x10*
células/pocillo). La placa que contenia la suspension celular objetivo se centrifugd y el sobrenadante se deseché. La pella
celular remanente se resuspendié y 20 pl de extractos que contenian Fab se agregaron a los pocillos correspondientes.
La placa se incub6 1 hora con agitacion a 4 °C. Después de la incubacion las células se centrifugaron y se lavaron 3 veces
con 40 ul de amortiguador FACS (PBS, 3% FCS). Después de cada paso de lavado, las células se centrifugaron y se
resuspendieron cuidadosamente. Se agregaron 40 pl de anticuerpo de deteccion anti-humano de cabra conjugado con
PE, y las muestras se incubaron sobre hielo y subsecuentemente se lavaron de acuerdo con la incubacion de Fab.
Finalmente, las pellas celulares se resuspendieron en 35 pl de amortiguador FACS por pocillo y las muestras se midieron
con el dispositivo BD FACS Calibur/HTS.

Determinacién de la afinidad

Para las determinaciones de Ko se usaron fracciones de monémero de la proteina anticuerpo (por lo menos 90% de
contenido de mondmero, analizado por SEC analitica; Superdex es 75 PC3.2/30 (GE Healthcare, Pittsburgh, PA) para
Fab, o Tosoh TSKgel G3000 SWx. (7,8 mm / 30,0 cm) (Tosoh Bioscience GmbH, Stuttgart, Alemania) para IgG,
respectivamente).

Método de titulacién de solucién en equilibrio (SET) para determinacién de KD usando Sector Imager 6000 (MSD)

La determinacién de afinidad en solucion fue realizada basicamente como se describe en la literatura (Friquet et al., J.
Immuno. Meth. 1985; 77:305-319). Para mejorar la sensibilidad y precision del método SET, se transfiri6 del ELISA clasico
a la tecnologia basada en ECL (Haenel et al., Anal. Biochem. 2005 339(1):182—4). Se marc6é 1 mg/ml de anticuerpos
especificos anti—fragmento (Fab)2 humano de cabra (Dianova) con MSD Sulfo-TAG™ NHS-Ester (Meso Scale Discovery,
Gaithersburg, MD, EE.UU), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las placas MSD se recubrieron con antigeno
y las muestras equilibradas se transfirieron a las placas. Después de lavar, 30 pl por pocillo del anticuerpo de deteccion
marcado con la etiqueta MSD—sulfo (anti—-(Fab)2humano) se agregaron a la placa MSD y se incub6 sobre un agitador.
Después de lavar la placa MSD y agregar 30 pl/pocillo de amortiguador MSD Read Buffer T con agente tensoactivo, las
sefiales electroquimioluminiscentes se detectaron usando un aparato Sector Imager 6000 (Meso Scale Discovery,
Gaithersburg, MD, EE.UU.).

Los datos se evaluaron con software XLfit (IDBS) aplicando modelos de ajuste personalizado. Para la determinacién de
Ko de moléculas de Fab se usé el siguiente modelo de ajuste (de acuerdo con (Haenel et al., Anal. Biochem
2005;339(1):182—184), modificado de acuerdo con (Abraham et al., J. Mol. Recogn 1996; 9:456—461)):

y=B_ - (E[i;“—az]- ([Fab], +x+K, —/(Fab], + x+K,)* -4x[Fab], )j
a t

[Fab]i: concentracion total aplicada de Fab
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X: concentracion total aplicada de antigeno soluble (sitios de unién)
Bmax: sefial maxima de Fab sin antigeno
Kbp: afinidad

Para la determinacién de Ko de moléculas de IgG se us6 el siguiente modelo de ajuste para IgG (modificado de acuerdo
con (Piehler et al., 1997)):

x+[15G]+ K, _J(x+[1’gG]+1’<D)2 ~1g]

2Bmax [IgG] —_ 2 4

Y“Tiea]| 2 2[15G]

[1gG]: concentracion total aplicada de IgG

X: concentracion total aplicada de antigeno soluble (sitios de unién)
Bmax: sefial maxima de 1gG sin antigeno

Kb: afinidad

Ajustes experimentales:

La determinacion de Ko de anti-lgG de cKIT HUCAL® se realiz basicamente como sigue: cKIT-Fc humano se recubrié a
0,1 pg/ml en PBS durante la noche a 4 °C sobre placas MSD estandares/amortiguador de ensayo durante 1 hora a t.a.
sobre placas MSD de estreptavidina. Subsecuentemente las placas MSD se bloquearon con PBS con 3% BSA durante
1 hora a t.a. Las placas de estreptavidina se bloquearon durante la noche a 4 °C con PBS con BSA al 5% antes del
recubrimiento con el antigeno. Para la titulacion de antigeno se aplicé cKIT—His de humano.

Subsecuentemente la concentracion de Fab no enlazado se cuantificé por medio de deteccion de ECL usando el Sector
Imager 6000 (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD, EE.UU.). Los resultados se procesaron usando software XLfit
(IDBS), aplicando el modelo de ajuste correspondiente para calcular las afinidades e identificar asi los clones mas
mejorados por la maduracion.

Ensayos bioguimicos in vitro (reactividad cruzada y andlisis de unién de dominio)

Las IgG purificadas se probaron en ELISA para la unién a proteinas ECD de longitud completa de cKit de humano, mono
cynomolgus y ratén, y también construcciones del dominio ECD cKIT de humano D1-3 y D4-5. Para este propésito unas
placas se recubrieron con antigeno a una concentracion de 5 pg/ml en PBS durante la noche a 4 °C. La uni6n de IgG se
detectd por medio de anti-F(ab)2 de humano o anti—F(ab)2 de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (diluida 1:5000 en
MPBS al 1%) usando Attophos ® como sustrato. La emision de fluorescencia se midié a una excitacion de 430 nm y una
emision de 535 nm.

Agrupacién en Bins de epitopo de 1gG purificadas

Los candidatos de IgG purificados se analizaron para determinar su competencia con anticuerpos herramienta generados
internamente, que previamente mostraron definir bins individuales sobre el dominio extracelular de cKIT. Para este
propésito, las IgG se recubrieron en cantidades constantes sobre placas Maxisorp™ y se analizaron para determinar su
competencia con cantidades crecientes de IgG competidora en solucion. Como control positivo la IgG recubierta se analizé
para competencia consigo misma en solucion. Todas las IgG probadas se incubaron previamente en un exceso 50x con
la fusion cKIT—fc de humano glicobiotinilado durante 1 hora a t.a. en solucion. Después los complejos antigeno/anticuerpo
se agregaron a los anticuerpos recubiertos y la deteccion de los complejos enlazados ocurrié a través del antigeno
biotinilado. En general, solo se pudieron obtener sefiales a concentracion alta de IgG cuando la IgG recubierta fue capaz
de unirse a epitopos accesibles sobre el antigeno diferentes de la IgG probada en solucién (eso es, un anticuerpo no
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competitivo). En contraste, para anticuerpos competitivos, los anticuerpos con epitopos parcialmente traslapados o
anticuerpos que bloquean el epitopo por impedimento estérico, sefiales de unién a concentracion alta de IgG disminuyeron
significativamente en contraste con los controles.

Los pocillos respectivos de las placas Maxisorp™ se recubrieron con 20 pl/pocillo de dilucién de IgG a una concentracion
de 1,2 pg/ml en PBS, se incub6 durante la noche a 4 °C y después se lavo 3x con PBST. Las placas se bloquearon bien
con 90 pl de BSA 3%/PBS durante 1 hora a t.a. y se lavaron 3x con PBST.

Determinacién de EC50 sobre las células por medio de FACS

Las IgG purificadas se probaron a una sola concentracion o se titularon en FACS para determinar los valores de EC50
para la unién a cKIT de humano, ratdn o rata expresado en la superficie celular. Para este propdsito se cosecharon células
Mo7e, P815 o RBL-2H3 con Accutase ® (Life Technologies, Carlsbad, CA) y se diluyeron 1x108/ml en amortiguador
FACS. Todos los pasos subsecuentes se hicieron sobre hielo para prevenir el internamiento del receptor. La suspensién
celular se llené con 100ul/pocillo en una placa de fondo en forma de U de 96 pocillos. Después de centrifugacion a 210g
durante 5 minutos a 4 °C, el amortiguador se desech6. Después se agregaron 100 pl de los mAb especificos diluidos en
amortiguador FACS por pocillo, a una concentracion de 15 pg/ml en experimentos de titulacién a una dilucion seriada de
concentraciones de anticuerpo (pasos de dilucién 1:3, concentracién inicial de 15 pg/ml). Después de 1 hora de incubacion
sobre hielo las células se lavaron 3 veces con 150 ul de amortiguador FACS. Se agregé a las células un anticuerpo
secundario de deteccidn anti-humano de cabra conjugado con PE (diluido 1:200 en amortiguador FACS) con 100 pl/pocillo
y se incubo sobre hielo durante 1 hora. Las células se lavaron 3 veces con 150 pl de amortiguador FACS. Finalmente, las
pellas celulares se resuspendieron en 250 pl de amortiguador FACS por pocillo y las muestran se analizaron en la matriz
BD FACS.

Bioensayos in vitro

Ensayo de proliferacion dependiente de SCF

Se hicieron ensayos de proliferacion sobre la linea celular Mo7e (leucemia megacarioblastica aguda humana, DSMZ no.:
ACC 104) cultivada en RPMI1640 con glutamina estable (PAN #P04—18500), FCS al 10% y SCF a 10 ng/ml (R&D CAT.
#255-SC; Lote #CM2810061, R&D Corp, Berkeley CA).

En el ensayo de proliferacion dependiente de SCF, IgG purificadas o sobrenadantes de cultivo celular que contienen IgG
se analizaron. En ambas situaciones experimentales las células se cosecharon y se resuspendieron en 50 ml de medio
de privacion (medio de cultivo sin SCF) de una concentracién de 0,5x10° células/ml y se incubaron a 37 °C por 18 horas.
Después las células se resuspendieron a una concentracion de 1x10° células/ml en medio de privacién con SCF a 60
ng/ml (concentrado 2X, concentracién final después de la adiciéon de anticuerpo es de 30 ng/ml). Se agregaron 50 pl de
células (5x10* células/pocillo) y 50 pl de anticuerpos purificados concentrados 2x o sobrenadantes de cultivo celular no
diluido por pocillo de un plano blanco de 96 pocillos con placas de fondo transparente. Para controles negativo y positivo,
se incluyeron células sin SCF y sin anticuerpo o células con SCF y sin anticuerpo. Las placas se incubaron 48 horas a 37
°C y finalmente se determinaron los nimeros de células usando CellTiter—Glo ® (Promega #G7571, Promega, Madison,
WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ensayo Fab—ZAP ADC Piggyback

Para probar la capacidad de los anticuerpos para internarse después de la unién del receptor, se hizo un ensayo de ADC
mezclando el reactivo Fab—ZAP (anti— hu—mAb de cabra conjugado con saporina; ATS Biotechnology, Cat. # IT-51-250,
ATS Bio, San Diego, CA) con IgG purificadas o con sobrenadantes de cultivo celular que contienen IgG. El potencial
citotéxico se probo sobre la linea de células de cancer CMK-11-5 (células de leucemia megacarioblastica aguda,
cultivadas en RPMI1640 + FCS al 10%) ya que estas células muestran alta expresion de cKIT.

Las células en cultivo se contaron y se diluyeron en un medio a una concentracion de 1x10° células/ml. Se transfirieron
50 ul de suspension celular (5000 células/pocillo) a placas de 96 pocillos (Placa blanca de fondo transparente plano TC—
tratada, Corning Cat. # 3903, Corning, Tewksbury, MA). En una placa separada (fondo en forma de V de 96 pocillos, Nunc,
Cat. # 249946, Nunc Sigma—Aldrich, St. Louis, MO), se diluyeron IgG en el medio. Los sobrenadantes de cultivo celular
que contenian IgG se diluyeron 1:125 y las IgG purificadas a una concentracién de 0,4 nm, dando como resultado un
volumen total de 60 pl/pocillo. Un volumen igual de solucién FabZAP a una concentracién de 5 nm se agregé y la placa
se incub6 durante 60 minutos a 37 °C. Se transfirieron 50 ul de conjugados anticuerpo/Fab—ZAP a células CMK-11-5
(volumen total 100 pl). Para control se prepararon pocillos con células unicamente (=100% de control de viabilidad) y
células incubadas solo con Fab—ZAP (para verificar la destruccion no especifica del reactivo secundario). La concentracion
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final de Fab—ZAP fue de 1,25 nM. Las placas se incubaron 72 horas a 37 °C y 5% de CO2. El nimero de células se
determiné usando CellTiter—Glo ® (Promega #G7571) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La viabilidad se
normaliz6 para el control de solo células.

Sintesis
En el tamizado de anticuerpos de cKIT, se efectuaron dos estrategias diferentes:
Estrategia 1:

Los candidatos con reactividad cruzada humano/cynomolgus (217 familias de HCDR3) se seleccionaron sobre alta
afinidad y después de conversion de IgG los clones se tamizaron para funcionalidad en el ensayo CMK—-11-5 FabZAP
ADC vy el ensayo de proliferacion de Mo7e. Basandose en la actividad y diversidad funcional los candidatos se
seleccionaron para expresion a escala exploratoria.

Estrategia 2:

Los candidatos con reactividad cruzada humano/cynomolgus/raton (5 familias de HCDR3) se maduraron de afinidad y
después de conversion de IgG los candidatos se seleccionaron para expresion.

En resumen, 82 IgG candidatos purificados de la estrategia 1y 2 se sometieron a caracterizacién en profundidad. De este
conjunto de 82, se seleccionaron 26 candidatos de IgG para produccién a escala elevada, conjugacion de toxina y analisis
subsecuente como conjugados anticuerpo—farmaco en experimentos in vitro e in vivo.

Después de la caracterizacion a profundidad, los 26 anticuerpos (14 candidatos de la estrategia 1 y 12 candidatos de la
estrategia 2) que pertenecen a 16 familias de HCDR3 diferentes, se seleccionaron para produccién a escala elevada y se
analizaron como conjugado anticuerpo—DM1. Los candidatos se seleccionaron de acuerdo con los siguientes criterios: 1)
destruccion potente de células que expresan cKIT de tipo silvestre y mutante en un ensayo Fab—DM1 piggyback con EC50
en la escala sub—nanomolar o mas baja, 2) los valores KD de 24/26 1gG para cKIT de cynomolgus estan dentro de la
escala de 3 veces la determinada para cKIT humano. Ademas, 12/26 IgG reaccionaron cruzadamente con cKIT de ratén
y rata expresado en las células.

Los candidatos seleccionados de este tamizado pudieron asignarse a diferentes bins de epitopos:

1) 19/26 IgG pertenecen al bin 1 o bin 6 (unién a dominios de unién de ligando D1-3 de cKIT)
2) 6/26 IgG pertenecen al bin 8 (unién a dominios de dimerizacién D4-5 de cKIT).
3) 1/26 IgG pertenecen al bin 2, que tiene alta afinidad por cKIT humano pero tiene solo débil afinidad para cKIT de

cynomolgus. Un ejemplo de un anticuerpo que viene de este tipo de protocolo de tamizado es el anticuerpo 20376.

Ejemplo 4: Construcciones para proteinas ECD de cKIT de humano, cynomolqus, raton y rata

Dominios extracelulares de cKIT de genes de humano, ratén y rata se sintetizaron basandose en las secuencias de
aminoacidos de las bases de datos GenBank o Uniprot (véase la tabla 2 mas abajo). ADNc molde de cKIT de genes de
Cynomolgus y 1 ECD se sintetizaron sobre la informacion de secuencia de aminoacidos generados usando ARNm de
varios tejidos de Cynomolgus (por ejemplo, Zyagen Laboratories; tabla 2 abajo). Todos los fragmentos de ADN
sintetizados se clonaron en vectores de expresion apropiados, por ejemplo el vector a base de hEF1-HTLV (pFUSE-
mlgG2A-Fc2) con etiquetas C—terminales para permitir la purificacién.
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Nombre

Descripcion

Niimero de
registro

SEQID
NO

cKIT humano
DI1-5

cKIT humano tr. variante 2 , residuos 26-520-TAG

QPSVSPGEPSPPSIHPGKSDLIVRVGDEIRLLCTDP
GFVKWTFEILDETNENKQNEWITEKAEATNTGK
YTCTNKHGLSNSIY VFVRDPAKLFLVDRSLYGKE
DNDTLVRCPLTDPEVTNYSLKGCQGKPLPKDLR
FIPDPKAGIMIKSVKRAYHRLCLHCSVDQEGKSV
LSEKFILKVRPAFKAVPVVSVSKASYLLREGEEFT
VTCTIKDVSSSVYSTWKRENSQTKLQEKYNSWH
HGDFNYERQATLTISSARVNDSGVFMCYANNTF
GSANVTTTLEVVDKGFINIFPMINTTVFVNDGEN
VDLIVEYEAFPKPEHQQWIYMNRTFTDKWEDYP
KSENESNIRYVSELHLTRLKGTEGGTYTFLVSNS
DVNAAIAFNVYVNTKPEILTYDRLVNGMLQCVA
AGFPEPTIDWYFCPGTEQRCSASVLPVDVQTLNS
SGPPFGKLVVQSSIDSSAFKHNGTVECKAYNDVG
KTSAYFNFAFKEQIHPHTLFTPRSHHHHHH

NM_001093772

(SEQID
NO:154)

cKIT humano
D1-3

cKIT humano tr. Variante 1, residuos 26-311-TAG

QPSVSPGEPSPPSIHPGKSDLIVRVGDEIRLLCTDP
GFVKWTFEILDETNENKQNEWITEKAEATNTGK
YTCTNKHGLSNSIYVFVRDPAKLFLVDRSLYGK
EDNDTLVRCPLTDPEVTNYSLKGCQGKPLPKDL
RFIPDPKAGIMIKSVKRAYHRLCLHCSVDQEGKS
VLSEKFILKVRPAFKAVPVVSVSKASYLLREGEE
FTVTCTIKDVSSSVYSTWKRENSQTKLQEKYNS
WHHGDFNYERQATLTISSARVNDSGVFMCY AN
NTFGSANVTTTLEVVDKGRSHHHHHH

NM_000222

(SEQID
NO:155)

cKIT humano
D4-5

cKIT humano tr. variante 1, residuos 311-524-TAG

GFINIFPMINTTVFVNDGENVDLIVEYEAFPKPEH
QQWIYMNRTFTDKWEDYPKSENESNIRYVSELH
LTRLKGTEGGTYTFLVSNSDVNAAIAFNVYVNT
KPEILTYDRLVNGMLQCVAAGFPEPTIDWYFCPG
TEQRCSASVLPVDVQTLNSSGPPFGKLVVQSSIDS
SAFKHNGTVECKAYNDVGKTSAYFNFAFKGNN
KEQIHPHTLFTPRSHHHHHH

NM_000222

(SEQID
NO:156)

cKIT mono
Cynomolgus
D1-5

cKIT mono cynomolgus, residuos 25-520-TAG

No aplicable.

(véase
abajo)
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Nombre

Descripcion

Nimero de
registro

SEQ ID
NO

cKIT ratén
D1-5

cKIT ratdn tr. variante 1, residuos 26-527-TAG

SQPSASPGEPSPPSIHPAQSELIVEAGDTLSLTCIDP
DFVRWTFKTYFNEMVENKKNEWIQEKAEATRT
GTYTCSNSNGLTSSIYVFVRDPAKLFLVGLPLFG
KEDSDALVRCPLTDPQVSNYSLIECDGKSLPTDL
TFVPNPKAGITIKNVKRAYHRLCVRCAAQRDGT
WLHSDKFTLKVRAAIKAIPVVSVPETSHLLKKGD
TFTVVCTIKDVSTSVNSMWLKMNPQPQHIAQVK
HNSWHRGDFENYERQETLTISSARVDDSGVFMCY
ANNTFGSANVTTTLKVVEKGFINISPVKNTTVFV
TDGENVDLVVEYEAYPKPEHQQWIYMNRTSAN
KGKDYVKSDNKSNIRYVNQLRLTRLKGTEGGTY
TFLVSNSDASASVTENVYVNTKPEILTYDRLING
MLQCVAEGFPEPTIDWYFCTGAEQRCTTPVSPVD
VQVQNVSVSPFGKLVVQSSIDSSVFRHNGTVECK
ASNDVGKSSAFFNFAFKEQIQAHTLFTPLEVLFQ
GPRSPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKI
KDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNN
VEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDW
MSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQ
VYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVE
WTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRV
EKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTP
GK

NM_001122733

(SEQ ID
NO:157)

cKIT rata D1-
5

cKIT rata, residuos 25-526-TAG

SQPSASPGEPSPPSIQPAQSELIVEAGDTIRLTCTD
PAFVKWTFEILDVRIENKQSEWIREKAEATHTGK
YTCVSGSGLRSSIYVFVRDPAVLFLVGLPLFGKE
DNDALVRCPLTDPQVSNYSLIECDGKSLPTDLKF
VPNPKAGITIKNVKRAYHRLCIRCAAQREGKWM
RSDKFTLKVRAAIKAIPVVSVPETSHLLKEGDTFT
VICTIKDVSTSVDSMWIKLNPQPQSKAQVKRNS
WHQGDFNYERQETLTISSARVNDSGVFMCY ANN
TFGSANVTTTLKVVEKGFINIFPVKNTTVFVTDG
ENVDLVVEFEAYPKPEHQQWIYMNRTPTNRGED
YVKSDNQSNIRYVNELRLTRLKGTEGGTYTFLVS
NSDVSASVTFDVY VNTKPEILTYDRLMNGRLQC
VAAGFPEPTIDWYFCTGAEQRCTVPVPPVDVQIQ
NASVSPFGKLVVQSSIDSSVFRHNGTVECKASNA
VGKSSAFFNFAFKGNSKEQIQPHTLFTPRSLEVLF
QGPGSPPLKECPPCAAPDLLGGPSVFIFPPKIKDV
LMISLSPMVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVE
VHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSG
KEFKCKVNNRALPSPIEKTISKPRGPVRAPQVYV
LPPPAEEMTKKEFSLTCMITGFLPAEIAVDWTSN
GRTEQNYKNTATVLDSDGSYFMYSKLRVQKST
WERGSLFACSVVHEGLHNHLTTKTISRSLGK

NM_022264

(SEQID
NO:158)
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Tabla 3: Secuencias de proteina cKIT de cynomolgus

Construccién Secuencia de aminodcidos en cddigo de una letra, péptido sefial | SEQ ID NO
subrayado
cKIT mono MYRMOQLLSCIALSLALVTNSQPSVSPGEPSPPSIHPAKSELIV (SEQ ID

cynomolgus D15 | RVGNEIRLLCIDPGFVKWTFEILDETNENKQNEWITEKAEAT | NO:159)
NTGKYTCTNKHGLSSSIY VFVRDPAKLFLVDRSLYGKEDND
TLVRCPLTDPEVTSYSLKGCQGKPLPKDLRFVPDPKAGITIK

SVKRAYHRLCLHCSADQEGKSVLSDKFILKVRPAFKAVPVV
SVSKASYLLREGEEFTVTCTIKDVSSSVYSTWKRENSQTKLQ
EKYNSWHHGDFNYERQATLTISSARVNDSGVFMCY ANNTF
GSANVTTTLEVVDKGFINIFPMINTTVFVNDGENVDLIVEYE
AFPKPEHQQWIYMNRTFTDKWEDYPKSENESNIRYVSELHL
TRLKGTEGGTYTFLVSNSDVNASIAFNVYVNTKPEILTYDRL
VNGMLQCVAAGFPEPTIDWYFCPGTEQRCSASVLPVDVQTL
NASGPPFGKLVVQSSIDSSAFKHNGTVECKAYNDVGKTSAY
FNFAFKGNNKEQIHPHTLFTPRSHHHHHH

Expresién de proteinas cKIT recombinantes

Las proteinas recombinantes cKIT deseadas se expresaron en lineas celulares derivadas de HEK293 (293FS)
previamente adaptadas a cultivo en suspensién y se desarrollaron en medio libre de suero FreeStyle—293 (Gibco, cat. #
12338018). La produccién de proteina tanto a escala pequefia como escala grande fue por medio de transfeccién
transitoria y se realizé en muchos matraces agitados (Nalgene), hasta 1 L cada uno con 293 Fectin (Life Technologies,
cat. #12347019) como un plasmido portador. EI ADN total y 293 Fectin se usé a una relacién de 1:1,5 (p:v). La relacion
de ADN a cultivo fue de 1 mg/L. Los sobrenadantes de cultivo celular se cosecharon 3—4 dias después de la transfeccion,
se centrifugaron y se esterilizaron por filtracion antes de la purificacién.

Ejemplo 5: Purificacion de proteina ECD de cKIT de humano, cynomolgus, ratén y rata, y de los subdominios 1-
3 y4-5decKIT

Purificaciéon de proteina etiquetada

Las proteinas del dominio extracelular de cKIT recombinantes etiquetadas con Fc (por ejemplo ECD—Fc de cKIT de
humano, cKIT humano (subdominios ECD 1-3, 4-5)-Fc, cKIT-mFc, de cynomolgus, cKIT-mFc de rata, cKIT-mFc de
ratén) se purificaron del sobrenadante de cultivo celular. El sobrenadante clarificado se pasé sobre una columna de
proteina A—Sepharose que se habia equilibrado con PBS. Después de lavar a la linea de base, el material enlazado se
eluyé con amortiguador de elucion de pH bajo Pierce Immunopure, o glicina 100 mM (pH 2,7) e inmediatamente se
neutralizé con 1/8 del volumen de elucién de Tris 1M pH 9. La proteina reunida se concentré en caso necesario usando
concentradores centrifugos de 15 ml Amicon Ultra con cortes de peso molecular nominales de 10kD o 30kD. Después los
conjuntos se purificaron por SEC usando una columna Superdex 200 26/60 para remover los agregados. Después la
proteina purificada se caracteriz6 por SDS-PAGE y SEC-MALLS (dispersion de luz laser de angulo multiple). La
concentracion se determiné por absorbancia a 280 nm, usando los coeficientes de absorcion tedricos calculados de la
secuencia por vector NTI.

Ejemplo 6: Unién de Abs de cKIT a subdominios de ECD de cKIT

Para ayudar a definir los sitios de unién de los Abs de cKIT, el ECD de cKIT de humano se dividié en los subdominios 1—
3 (dominio de unién de ligando) y los subdominios 4-5 (dominios de dimerizacion). Para determinar que subdominios se
enlazaron se utilizé un ensayo ELISA de sandwich. Se diluyé 1 ug/ml de ECD en solucién salina amortiguadora de fosfato
1X que corresponde a los subdominios de cKIT 1-3, subdominios 4-5 o ECD de cKIT de longitud completa se recubrieron
sobre placas Immulon 4-HBX de 96 pocillos (Thermo Scientific cat. # 3855, Rockford, IL) y se incubaron durante la noche
a 4 °C. Las placas se lavaron 3 veces con amortiguador de lavado (solucion salina amortiguadora de fosfato (PBS) 1X
con Tween—20 al 0,01% (Bio—Rad 101-0781)). Las placas se bloquearon con 280 pl/pocillo de albumina de suero bovino
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al 3% diluida en PBS 1X durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces con amortiguador de
lavado. Los anticuerpos se prepararon a 2 pg/ml en amortiguador de lavado con diluciones de 5 veces para 8 puntos y se
agregaron a placas de ELISA a 100 pl/pocillo por triplicado. Las placas se incubaron en un agitador orbital y se agitaron
a 200 rpm 1 hora a temperatura ambiente. Las placas del ensayo se lavaron 3 veces con amortiguador de lavado. Se
prepar6 el anticuerpo secundario anti-lgG humana de cabra (H+L) del fragmento F(ab’)2 (Jackson Immunoresearch Cat.
# 109-036-088, West Grove, PA) a 1:10000 en amortiguador de lavado y se agreg6 a las placas de ELISA a 100 pl/pocillo.
Las placas se incubaron con anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente agitando a 200 rpm en un
agitador orbital. Las placas del ensayo se lavaron 3 veces con amortiguador de lavado. Para desarrollar la sefial de ELISA
se agregaron a las placas 100 pl/pocillo de sustrato de Sure blue ® TMB (KPL Cat. # 52-00-03, Gaithersburg, MD), y se
dejo6 incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Para detener la reaccion se agregaron a cada pocillo 50 pl de acido
clorhidrico 1N. La absorbancia se midié a 450 nM usando una lectora de placas Molecular Devices SpectraMax M5. Para
determinar la respuesta de unién de cada anticuerpo las mediciones de densidad 6pticas se promediaron, se generaron
los valores de desviacion estandar y se graficaron usando Excel. Los dominios de unién de cada anticuerpo anti—cKIT
individual se encuentran en la tabla 5 mas abajo.

Ejemplo 7: Mediciones de afinidad de Abs de cKIT

La afinidad de los anticuerpos para ortdlogos de especie de cKIT y también para cKIT se determiné usando tecnologia
SPR usando un instrumento Biacore® 2000 (GE Healthcare, Pittsburgh, PA) y con chips sensores CM5.

Brevemente, se usé HBS-P (0,01 M HEPES, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 0,005% Surfactant P20) suplementado con
amortiguador de bloqueo Odyssey® al 2% (Li—Cor Biosciences, Lincoln, NE) como el amortiguador de desarrollo para
todos los experimentos. El grado de inmovilizacion y las interacciones de analitos se midieron por unidad de respuesta
(RU). Se hicieron experimentos pilotos para probar y confirmar la factibilidad de la inmovilizacion del anticuerpo anti-Fc
humano (Catalogo # BR100839, GE Healthcare, Pittsburgh, PA) y la captura de los anticuerpos de prueba.

Para mediciones de cinética, se realizaron experimentos en los que los anticuerpos se capturaron en la superficie del chip
sensor por medio del anticuerpo anti-Fc humano inmovilizado y se determiné la capacidad de las proteinas cKIT para
unirse en solucién libre. Brevemente, se inmovilizaron 25 pg/ml de anticuerpo anti—Fc humano a pH 5 sobre un chip sensor
CM5 por medio de acoplamiento de amina a una velocidad de flujo de 5 pl/minuto en las dos celdas de flujo para alcanzar
10500 RU. Después se inyectaron 0,1-1 pg/ml de anticuerpos de prueba a 10 pl/minuto durante 1 minuto. Los niveles
capturados de anticuerpos generalmente se mantuvieron por debajo de 200 RU. Subsecuentemente se diluyeron 3,125 —
50 nM de dominios extracelulares (ECD) del receptor cKIT en una serie de dos veces y se inyectaron a una velocidad de
flujo de 40 w/minuto por 3 minutos sobre las celdas de flujo tanto de referencia como de prueba. Méas abajo se muestra la
tabla de ECD probados. La disociacién de la unién fue seguida durante 10 minutos. Después de cada ciclo de inyeccion
la superficie del chip fue regenerada con MgCl2 3 M a 10 pw/minuto por 30 segundos. Todos los experimentos se realizaron
a 25 °C y los datos de respuesta se ajustaron globalmente con un modelo de interaccién simple 1:1 (usando el software
Scrubber 2 ® versién 2.0b (BioLogic Software) para obtener estimados de la constante de asociacién (ka),constante de
disociacion (kq) y afinidad (Kb).

Tabla 4: Isotipo y fuente de ECD

Esggpo Etiqueta Fuente

Humano | C—terminal 6x His NVS

Cyno C—terminal 6x His NVS

Ratén C—terminal 6x His Sino Biological Inc (Catalog #: 50530-M08H)
Rata C—terminal mFc NVS

La tabla 5 lista la union y afinidad del dominio. Como se muestra en la tabla, los anticuerpos 9p3, NEG024, NEG027,
NEG085, NEG086, NEGO087 y 20376 reaccionaron todos con cKIT humano a nivel nanomolar, y tienen afinidades similares
para los probados contra ECD de mono cynomolgus. Sin embargo, Unicamente 20376 reaccion6 cruzadamente con ratén.
Ninguno de los anticuerpos probados reaccioné cruzadamente con cKIT de rata.
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Tabla 5
Dominio de |Afinidad cKIT de|Afinidad cKIT de |Afinidad cKIT de  |Afinidad to cKIT
Ab unién humano (nM)  [cyno (nM) raton (nM) de rata (nM)
9P3 d1-3 20 no determinado |No reactivo No reactivo
NEG024 d1-3 1.31 1.15 No reactivo No reactivo
NEG026 d1-3 no determinado |no determinado |No reactivo No reactivo
NEGO027 d1-3 1.34 no determinado |No reactivo No reactivo
NEGO085 d1-3 8.4 6.14 No reactivo No reactivo
NEG086 d1-3 1.44 1.34 No reactivo No reactivo
NEGO087 d1-3 1.13 1.39 No reactivo No reactivo
20376 d1-3 9.1 4.8 2.5 No reactivo

Ejemplo 8: Preparacion de ADC

Preparacién de los conjugados DM1 por un proceso de un paso

Anticuerpos de cKIT individuales se sometieron a diafiltracién en un amortiguador de reaccién (fosfato de potasio 15 mM,
EDTA 2 mM, pH 7,6) mediante filtracién de flujo tangencial (TFF#1) antes de iniciar la reaccién de conjugacion.
Subsecuentemente un anticuerpo de cKIT (aproximadamente 5.0 mg/mL) se mezclé con DM1 (exceso molar de 5,6 veces
con respecto a la cantidad de anticuerpo) y después con SMCC (aproximadamente un exceso 5,0 veces con respecto a
la cantidad de anticuerpo). La reaccion se hizo a 20 °C en amortiguador de fosfato de potasio 15 mM (pH 7,6) que contenia
EDTA 2 mM y DMA al 10%, durante aproximadamente 16 horas. La reaccion se apag6 agregando &cido acético 1 M para
ajustar el pH a 5,0. Después de ajuste del pH la mezcla de reaccion se filtré a través de un filtro PVDF de multicapa
(0,45/0,22 um) y se purifico y sometié a diafiltracién en un amortiguador de succinato 20 mM (pH 5,0) que contenia
sacarosa al 8,22% usando filtracién de flujo Tangencial (TFF#2). Un ejemplo de los parametros instrumentales para la
filtracién de flujo Tangencial se muestra abajo en la tabla 6.
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Tabla 6: Parametros instrumentales para la filtracién de flujo tangencial

Parametro TFF Punto de ajuste Punto de ajuste
TFF#1 TFF#2

Concentracion a granel (Cb —g/L) |20 20

TMP (kPa) 82,7-124,1 82,7-124,1

Vel. de flujo de alimentacién (LMH) | 324 324

Carga de membrana (g/m2) 80 -150 80 -150

Volumenes diafiltracion 10 14

Amortiguador diafiltracion Fosfato de potasio 15 | Succinato 20 mM,
mM, EDTA 2 mM, pH | Sacarosa a 8,22%,
7,6 pH 5,0

Temperatura (°C) t.a. (20 — 25) t.a. (20 — 25)

Los conjugados obtenidos del proceso anteriormente descrito se analizaron por: espectroscopia de UV para carga de
agentes citotéxicos (relacién de maitansinoide a anticuerpo, MAR); SEC-HPLC para determinacién de monémero
conjugado; y HPLC de fase inversa o HPLC de fase protegida hidrofébica (Hisep) para porcentaje de maitansinoide libre.

Preparacién de conjugados de DM1 mediante proceso in situ

Los anticuerpos anti—cKIT también se pueden conjugar por medio de un proceso in situ de acuerdo con el siguiente
procedimiento. Los anticuerpos de cKIT se conjugaron con DM1 usando el enlazador sulfosuccinimidil 4—(N—
maleimidometil) ciclohexan—1—carboxilato (sulfo-SMCC). Se prepararon soluciones de reserva de DM1 y enlazador
heterobifuncional Sulfo-SMCC en DMA. El Sulfo—-SMCC y DM1 tiol se mezclaron entre si para reaccionar por 10 minutos
a 25 °C en DMA que contenia 40% v/v de amortiguador de succinato acuoso 50 mM, EDTA 2 mM, pH 5,0, a la relacion
de DM1 a enlazador de 1,3:1 equivalentes molares y una concentracion final de DM1 de 1,95 mM. Después el anticuerpo
se hizo reaccionar con una alicuota de la reaccién para dar una relacién equivalente molar de SMCC a Ab de alrededor
de 6,5:1 bajo condiciones de conjugacién final de 2,5 mg/mL de Ab en EPPS 50 mM, pH 8,0 y DMA al 10% (v/v). Después
de aproximadamente 18 horas a 25 °C, la mezcla de reaccién de conjugacion se purificé usando una columna
SEPHADEX™ G25, equilibrada con succinato 10 mM, glicina 250 mM, sacarosa al 0,5%, Tween 20 al 0,01%, pH 5.5.

Cualquier método es Util en la conjugacién de anticuerpos. La tabla siguiente provee un ejemplo de ADC de cKIT.
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Tabla 7: Propiedades de los anticuerpos conjugados con DM1

Ab MAR 'V'O”S’mero Rendlmiento Féarmaco libre (%)
(%) (%)

9P3 3,6 99 Ninguno detectado
NEG024 4 98 70 0,7
NEG026 4 98 71 1,2
NEG027 4 98 68 1,2
NEGO085 3,5 99 88 0,7
NEGO086 3,5 99 83 1,5
NEG087 3,6 99 90 1,1

20376 3,8 99 84 Ninguno Detectado

Preparacion de ADC con el enlazador SPDB

Los anticuerpos anti—cKIT, por ejemplo el anticuerpo 9P3, (8 mg/ml) se modificaron con N-succinimidil-4—(2—
piridilditio)butanoato (SPDB, exceso molar de 5,0, 5,5 y 4,.9 veces, respectivamente), por 120 minutos a 25 °C en
amortiguador de fosfato de potasio 50 mM (pH 7,5) que contenia NaCl 50 mM, EDTA 2 mM y DMA al 5%. El Ab modificado
sin purificacién se conjug6 subsecuentemente con DM4 (exceso molar de 1,7 veces sobre el enlazador no enlazado) a
una concentracion de anticuerpo modificado final de 4 mg/mL en amortiguador de fosfato de potasio 50 mM (pH 7,5) que
contenia NaCl 50 mM, EDTA 2 mM y DMA al 5% por 18 horas a 25 °C. La mezcla de reaccién de conjugacion se purificod
usando una columna SEPHADEX™ G25, equilibrada y eluida con succinato 10 mM, glicina 250 mM, sacarosa al 0,5%,
Tween 20 al 0,01%, pH 5,5.

Preparacién de ADC con el enlazador CX1—1

Anticuerpos anti—cKIT, por ejemplo el anticuerpo 9P3, (5.0 mg/ml) se mezclaron con DM1 (exceso molar de 7,15 veces
con respecto a la cantidad de anticuerpo) y después con CX1-1 (exceso de 5,5 veces con respecto a la cantidad de
anticuerpo). La reaccion se realizé a 25°C en amortiguador EEPS 60 mM [acido 4—(2-hidroxietil)—1—
piperazinpropanosulfénico] (pH 8,5) que contenia EDTA 2 mM y DMA al 5% por aproximadamente 16 horas. Después la
mezcla de reaccién se purificd usando una columna SEPHADEX™ G25, equilibrada y eluida en succinato 10 mM, glicina
250 mM, sacarosa al 0,5%, Tween 20 al 0,.01%, pH 5,5.

En la figura 2 se muestra un ejemplo que compara las eficacias in vitro de anticuerpo—MCC—-DM1, anticuerpo—SPDB-
DM4 y anticuerpo—CX1-1-DM1.

Ejemplo 9: Afinidad de ADC con respecto a los anticuerpos de origen

La afinidad de los anticuerpos a cKIT después de conjugacion con SMCC-DM1 se determiné usando tecnologia Biacore
usando un instrumento Biacore® T100 (GE Healthcare, Pittsburgh, PA) y chips sensores CM5, usando una metodologia
similar a la que se describe en el ejemplo 7 anterior.

Para los anticuerpos evaluados, se obtuvieron estimados de afinidad similares para la unién a cKIT humano para

anticuerpos conjugados con SMCC-DM1 con respecto a los anticuerpos de origen no conjugados, lo que sugiere que la
conjugacion no tiene un impacto apreciable en la unién del anticuerpo (tabla 8).
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Tabla 8: Afinidades de anticuerpos conjugados y no conjugados con MCC-DM1

ECD c—Kit humano (nM)
No conjugado -MCC-DM1
NEGE024 1,3 1,1
NEGE085 4,2 5,2
NEGE086 1,4 1,8
20376 9,1 11,2

Ejemplo 10: Actividad de 9P3—-MCC-DM1, 9P3-SPDB-DM4 y 9P3-CX1-1-DM1 sobre un panel de lineas celulares

Después de conjugacién con la carga util de enlazador MCC-DM1 se determiné la capacidad de los conjugados
anticuerpo—farmaco (ADC) para inhibir la proliferacion de AML, SCLC, GIST y lineas de células de melanoma. La linea
celular GIST-T1 fue provista generosamente por el Dr. Takahiro Taguchi, Kochi U., Japén. Las lineas celulares GIST430
y GIST882 fueron provistas amablemente por el Dr. Jonathan Fletcher, Brigham and Women'’s Hospital, Boston, MA.

Para cancer de pulmén de célula pequefia (SCLC), se usaron las lineas celulares NCI-H526 y NCI-H1048. La NCI-H526
es un expresador superior de cKIT y se obtuvo de ATCC (CRL-5811, ATCC Manassas, VA). La NCI-H1048 expresa cKIT
a un nivel mas bajo y también fue obtenida de la ATCC (CRL-5853). La CMK-11-5 es una linea de AML que expresa
altos niveles de cKIT ((JCRB Cat. # IFO50430, Japdn) véase también Nagano et al., Int. J. Hematol. 1992; 56:67-78)). La
UKE-1 también es una linea celular de AML y expresa cantidades bajas de cKIT. La linea celular UKE—1 fue provista
amablemente por el Profesor Walter Fiedler, University Hospital Eppendorf, Hamburgo, Alemania. La Kasumi 1 fue
obtenida de la ATCC (CRL—2724). La Kasumi 6 fue obtenida de la ATCC (CRL-2775). La MDA-MB—-453 fue obtenida de
la ATCC (HTB-131). Las lineas NCI-H889 y NCI-H1930 se compraron a ATCC (CRL-5817 y CRL-59086,
respectivamente). Las células Hel92.1.7 se obtuvieron de Sigma—Aldrich (Cat. # 92111706—1VL, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO). Las células M-07e y SKNO1 se le compraron a DSMZ, ACC-104 y ACC-690 respectivamente (DSMZ,
Braunschweig, DE). La linea celular OCI-M1 también es de DSMZ (ACC-529).

Brevemente, las células se cultivaron en un incubador de cultivo de tejido a 37 °C con 5% de CO2 en medio de cultivo
como lo recomienda el proveedor. El dia del ensayo las células se lavaron 2 veces con PBS (Cellgro, Corning, Tewksbury
MA (# catalogo 21-031-CV)), antes de tratarse con tripsina 0,1%—EDTA (servicios técnicos dentro del laboratorio) por 5
minutos y se volvieron a suspender en el medio de cultivo recomendado. Después las células se contaron y se sembraron
en placas de 96 pocillos (Costar, # catalogo 3603, Corning, Tewksbury, MA) a densidades de 2000—-10000 células/pocillo
en 100 ul de medio de cultivo celular. Se gener6 una placa duplicada para una medicién del dia 0 y todas las placas se
incubaron en un incubador de cultivo de tejido a 37 °C con 5% CO: durante la noche. También se generaron pocillos de
medio solo para actuar como controles negativos. Después de esta incubacién, se agregaron 100 pl/pocillo del reactivo
Cell titer Glo® (Promega, # catalogo G7573, Madison, WI) a las placas del dia 0, que entonces se agitaron suavemente
durante 2 minutos, se incubaron por 10 minutos y la intensidad de luminiscencia resultante se midi6 usando una lectora
de placa Perkin EImer Wallac Microbeta Trilux® (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los ADC de prueba se diluyeron en serie
a una solucién de reserva 3X en el medio de cultivo celular apropiado y 50 pl de los ADC diluidos seriadamente 3X se
agregaron (concentracion final del ensayo de 0,0002-68 nM de equivalentes de DM1) antes de incubacion en una
incubadora de cultivo de tejido a 37 °C con 5% COzpor 5 dias. Después de este periodo de incubacion, la viabilidad celular
relativa se determiné mediante la adicién del reactivo Cell titer Glo® descrito anteriormente. El efecto de los ADC sobre
la proliferacion celular se calculdé usando el promedio de los duplicados como sigue: (% Inhibicién = (tratado con ADC —
no tratado) / (no tratado — Dia 0)*100). Los datos de % de inhibicién se ajustaron a una ecuacion logistica de 4 parametros
y se determinaron los valores de Giso.

Como se muestra en la figura 1, los ADC de cKIT se probaron en un ensayo de proliferacién en un panel de lineas

celulares GIST (GIST T-1, GIST882, GIST430), SCLC (NCI-H526, NCI-H1048) y AML (Kasumi-6, Kasumi-1). Los

valores de IC50 y destruccion maxima se indican en la tabla. MDA-MB453 (linea celular de cancer de mama) no expresa
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cKIT. IgG-MCC-DM1 es el control de isotipo. Como se muestra en la figura 1, todos los ADC de cKIT tuvieron 1C50
nanomolares a sub—nanomolares en las 7 lineas utilizadas. Esto indica que los ADC de cKIT tienen un amplio espectro
de indicaciones, y se podrian usar siempre que un tumor exprese niveles apropiados de cKIT.

La capacidad de un anticuerpo anti—cKIT (9P3) conjugado con la carga util de enlazador SPDB-DM4 and CX1-1-DM1
también se evalu6 y se muestra en la figura 2. Estos estudios, que se realizaron como se describe arriba, revelaron que
el ADC anti—cKIT evaluado también fue un potente inhibidor de la proliferacion celular usando SPDB-DM4 o CX1-1-DM1,
lo que sugiere que su capacidad para suministrar exitosamente toxina para destruir células no se limita a MCC-DM1.
Tanto la figura 1 como la figura 2 proveen ACD de cKIT que son eficaces en la escala nanomolar a sub—nanomolar.

Ademas, la figura 3 es una grafica de G150 de ADC anti—cKIT contra el nivel del receptor cKIT, y qué indicaciones (AML,
GIST, melanoma y SCLC). Como se muestra en la figura 3, el ADC anti—cKIT es eficaz en todas las indicaciones listadas.

Ejemplo 11: Actividad in vitro de ADC cKIT-MCC-DM1 sobre lineas celulares GIST, SCLC y AML

Después de la conjugacién a la carga util de enlazador MCC-DM1, la capacidad de los conjugados de anticuerpo—farmaco
(ADC) para inhibir la proliferacion de las lineas celulares AML, SCLC y GIST fue determinada. Para un listado de las
células usadas en estos experimentos por proveedor véase el ejemplo 10 anterior.

Brevemente, las células se cultivaron en un incubador de cultivo de tejido a 37 °2C con 5% de CO2z en medio de cultivo
como lo recomienda el proveedor. El dia del ensayo, las células se lavaron dos veces con PBS (Cellgro, Cat #21-031—
CV, Corning Tewksbury, MA), antes de ser tratadas con tripsina al 0,1% —EDTA (servicios técnicos en el laboratorio)
durante 5 minutos y se resuspendieron en el medio de cultivo recomendado. Después se contaron las células y se
sembraron en placas de 96 pocillos (Costar, # catalogo 3603, Corning, Tewksbury, MA) a densidades de 5000
células/pocillo para células AML y SCLC, y 10000 células/pocillo para células GIST en 100 ul de medio de cultivo celular.
Se generé una placa duplicada para una medicién del dia 0 y todas las placas se incubaron en un incubador de cultivo de
tejido a 37 °C con 5% COzdurante la noche. Después de esta incubacién se agregaron 100 pl/pocillo del reactivo Cell titer
Glo® (Promega , # catdlogo G7573, Promega, Madison, WI) a las placas del dia 0 que entonces se agitaron suavemente
por 2 minutos, se incubaron 10 minutos y la intensidad de luminiscencia resultante se midié usando una lectora de placa
Perkin EImer Wallac Microbeta ® Trilux (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los ADC de prueba se diluyeron en serie a una
solucién de reserva 3X en el medio de cultivo celular apropiado y se agregaron los 50 pl de ADC diluidos en serie 3X
(concentracién final del ensayo de 0,0002—68 nM equivalentes de DM1) antes de incubacién en un incubador de cultivo
de tejido a 37 2C con 5% COzdurante 5 a 8 dias. Después de este periodo de incubacion se determind la viabilidad celular
relativa mediante la adicion del reactivo Cell titer Glo ® como se describe arriba. El efecto de los ADC sobre la proliferacion
celular se calculé usando el promedio de los duplicados como sigue: (% de efecto maximo (Emax) = (no tratado — tratado
con la concentracion de ADC mas alta)*100).

Los datos de porcentaje de inhibicién se ajustaron a una ecuacion logistica de 4 parametros y se determinaron los valores
de Glso. Estos datos se muestran en las figuras 4 a 9. Como se muestra en las gréaficas, se usa como control un conjugado
IgG-MCC-DM1. Todos los ADC probados tienen mayor actividad que el anticuerpo de control. Como lo muestran las
curvas de las figuras 4 a 9, los ADC anti—cKIT, por ejemplo los anticuerpos NEG085, NEG024 y 20376 fueron muy eficaces
para reducir la proliferacién celular y por lo tanto serian eficaces en el tratamiento de GIST, AML y SCLC.

Ejemplo 12: Cuantificacion de la densidad del receptor de superficie de cKIT sobre lineas celulares por medio de
FACS (clasificacion celular activada por fluorescencia)

Se usaron como estandares perlas celulares Quantum Simply (Bangs Laboratories, Inc. Catalogo #815, Fishers, IN). La
capacidad de unién de anticuerpo de los estandares de perla varia de 0 a aproximadamente 310000. Las perlas 0 500000
células se centrifugaron y se lavaron 2 veces con 100 pl/muestra de amortiguador FACS (PBS, 0,2% BSA, 0,1% NaAz).
Después de cada paso de lavado, las perlas o células fueron centrifugadas o cuidadosamente resuspendidas. Después
de los lavados se agregd amortiguador FACS y se agregaron a los pocillos correspondientes 10 ug/ml de APC—Mouse
Anti-Human CD117 (BD Pharmigen Catélogo #550412, BD Biosciences, San Jose, CA) o 10 pg/ml of APC—Mouse IgG k
Isotype Control (BD Pharmigen Catélogo #554681), para un volumen final de 100 p/muestra.

Después las suspensiones de célula—anticuerpos se incubaron sobre hielo durante 1 hora. Después de la incubacion las
células se centrifugaron y se lavaron 2 veces con 100 pl de amortiguador FACS. Después de cada paso de lavado las
perlas o células se centrifugaron y se resuspendieron cuidadosamente.

Las células no viables se excluyeron por resuspensién en 100 pl/muestra de amortiguador FACS que contenia 7-AAD
(BD Pharmigen Catalogo #559925). Las muestras se incubaron sobre hielo por 10 minutos y se analizaron en BD FACS
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Canto Il ® (BD Biosciences, San Jose, CA). Se determiné la media geométrica de sefial por muestra usando software
FlowJo ®y la densidad de antigeno se determiné como se describe en el manual de Quantum Simply Cellular. Se hicieron
analisis de la sensibilidad de la linea celular in vitro a los ADC y la densidad del receptor de linea celular en TIBCO Spotfire
4.0.

Esta densidad de receptor se muestra en el eje Y de la Figura 3. Un andlisis de densidad de receptor es Util en este
aspecto como un biomarcador inicial para la estratificacion de paciente. Por ejemplo, en la figura 3, una densidad de
receptor alta se correlaciona con la eficacia de la GI50 del ADC anti—cKIT mostrada en el eje X. El analisis de densidad
de receptor es Util en una situacién clinica para determinar qué pacientes deben recibir una terapia de ADC anti—cKIT.

Ejemplo 13: Mapeo de epitopo de cKIT al anticuerpo 9P3 por medio de espectrometria de masa de intercambio
de deuterio (HDx—MS)

La espectrometria de masa de intercambio de deuterio (HDx—MS) mide la captacion de deuterio sobre el esqueleto de
amida de una proteina. Estas mediciones son sensibles a la accesibilidad de disolvente de la amida y a cambios en la red
de unién de hidrogeno de las amidas del esqueleto. La HDx—MS se usa frecuentemente para comparar proteinas en dos
estados diferentes, tal como apo y enlazada al ligando, y acoplada con digestion rapida con pepsina. En estos
experimentos se pueden localizar regiones, tipicamente de 10 a 15 aminodcidos que muestran captacion de deuterio
diferencial entre dos estados diferentes. Las regiones que son protegidas estan implicadas directamente en la unién de
ligando o afectadas alostéricamente por la unién del anticuerpo al ligando.

En estos experimentos, la captacion de deuterio del dominio extracelular cKIT (SEQ ID NO:160, véase abajo) se midié en
ausencia y presencia de un mAb terapéutico, 9P3. Las regiones en cKIT que muestran una disminucion de la captacion
de deuterio después de la unién del anticuerpo probablemente estén implicadas en el epitopo; sin embargo, debido a la
naturaleza de la medicion también es posible detectar cambios remotos del sitio de unién directo (efectos alostéricos).
Usualmente, las regiones que tienen la mayor cantidad de proteccion estan implicadas en la unién directa, aunque este
puede no ser siempre el caso. Para delinear los eventos de union directa de los efectos alostéricos son necesarias
mediciones ortogonales (por ejemplo cristalografia de rayos X, mutagénesis de alanina).

Tabla 9: Construccion del dominio extracelular de cKIT

SEQ ID NO: 160

LONGITUD: 503 aminoacidos
TIPO: Proteina
ORGANISMO: Humano

QPSVSPGEPSPPSIHPGKSDLIVRVGDEIRLLCTDPGFVKWTFEILDETNENKQNEWITEKAEA
TNTGKYTCTNKHGLSNSIYVFVRDPAKLFLVDRSLYGKEDNDTLVRCPLTDPEVTNYSLKGCQ
GKPLPKDLRFIPDPKAGIMIKSVKRAYHRLCLHCSVDQEGKSVLSEKFILKVRPAFKAVPVVSV
SKASYLLREGEEFTVTCTIKDVSSSVYSTWKRENSQTKLQEKYNSWHHGDFNYERQATLTIS
SARVNDSGVFMCYANNTFGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMINTTVFVNDGENVDLIVEYEAFPK
PEHQQWIYMNRTFTDKWEDYPKSENESNIRYVSELHLTRLKGTEGGTYTFLVSNSDVNAAIAF
NVYVNTKPEILTYDRLVNGMLQCVAAGFPEPTIDWYFCPGTEQRCSASVLPVDVQTLNSSGP
PFGKLVVQSSIDSSAFKHNGTVECKAYNDVGKTSAYFNFAFKEQIHPHTLFTPRSHHHHHH

Los experimentos de mapeo de epitopo de cKIT se realizan en una plataforma Waters Synapt ® G2 HDx-MS, que incluye
sistema robético LEAP ®, sistema nanoACQUITY® UPLC, y espectrémetro de masa Synapt ® G2. En este método se
efectian experimentos de control por triplicado de la siguiente manera. Se diluyen 300 pmol (1,4 mg/ml) del antigeno cKIT
en 110 pl de amortiguador PBS deuterado al 95% (pH 7,4) y se incuba a temperatura ambiente en un aparato rotativo de
laboratorio durante 25 minutos (%D = 85,5%). El intercambio de deuterio es apagado por dilucién 1:1 con amortiguador
de apagado frio (6M Ureay 1M TCEP pH = 2,5) sobre hielo durante 5 minutos. Después del apagado el tubo se transfiere
a un sistema LEAP (el Thermo box se pone a 2 °C) y la muestra apagada es inyectada por el sistema LEAP sobre el
sistema UPLC para su andlisis. El sistema UPLC incorpora una columna de pepsina inmovilizada de 2,1 mm x 30 mm
(Life Technologies 2-3131-00) que es mantenida a 12 °C. Se usa un gradiente de acetonitrilo de 2 a 35% en 8 minutos y
una columna Waters UPLC CSH C18 1,0 x 100 mm para la separacién. En seguida se efectian experimentos por triplicado
usando el anticuerpo. Se inmovilizan 300 pmol de anticuerpo 9P3 sobre las perlas de agarosa de proteina G (Thermo
Scientific Cat. #22851) usando las técnicas estandares. Brevemente, el anticuerpo se centrifuga para remover
amortiguador de almacenamiento. Después se agregan 200 pl de amortiguador PBS (pH 7,4) y 300 pmol de cKIT al Ab
inmovilizado y se incuba 30 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion el complejo se centrifuga y se
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lava con 200 pl de amortiguador PBS y se centrifuga nuevamente. Para intercambio de deuterio, se agregan 200 pl de
PBS deuterado al complejo antigeno—anticuerpo para incubacién a temperatura ambiente por 25 minutos (%D = 85,5%).
Después se remueve el amortiguador de deuterio e inmediatamente se agregan 125 pl de amortiguador apagado enfriado
con hielo. Después de apagar durante 5 minutos la columna se centrifuga y el flujo pasante se transfiere a un vial de
HPLC previamente enfriado. La muestra se analiza usando la misma preparacion en linea de digestién de pepsina/ LC—
MS que el experimento de control.

Los resultados de estas mediciones se resumen en la figura 10 y en la figura 11. La figura 10 muestra las diferencias
corregidas de la linea de base entre el control y la muestra enlazada de anticuerpo 9P3 dividida entre el error estandar en
la medicion. En esta gréfica el valor mas negativo indica una mayor cantidad de proteccion en una region dada después
de la unién del anticuerpo 9P3 al antigeno cKIT. Después de la unién de 9P3 a cKIT se observan las cantidades mas
significativas de proteccion en las siguientes 2 regiones de cKIT VFVRDPAKLFL ((Region 1, 109-119 (SEQ ID NO: 161))
y HCSVDQEGKSVLSE ((Regién 2, 185—198 (SEQ ID NO:162)). La regién 1 comprende los residuos 109-119 y es parte
de los dominios de D1 y D2. La regién 2 comprende los residuos 185-198 y es parte del dominio D2. En la figura 11,
hemos mapeado las dos regiones mas protegidas (véase la figura 10) sobre la estructura de cristal del dominio extracelular
de cKIT (PDB ID 2e9w). Ademas, también hemos marcado los sitios de unién de SCF sobre cKIT como sitio I, Il y IlI
usando los valores de la literatura (Yuzawa et al., Cell 2007;130: 323—-334). Hay dos hallazgos clave en la figura 11. En
primer lugar, las regiones 1y 2 estdn muy cercanas en la estructura de cristal aunque estan apartadas en el espacio de
la secuencia primaria. Esta observacion sugiere que ambas podrian ser parte potencialmente del epitopo, y si es asi el
epitopo para 9P3 es discontinuo. En segundo lugar, las regiones 1 y 2 son remotas de los sitios de union de SCF
reportados en la literatura. Esta es una observacion importante porque sugiere que el anticuerpo 9P3 no altera
directamente la union del ligando. En cambio, el anticuerpo puede interferir estéricamente con la unién de ligando o con
la dimerizacion del receptor después de la unién de ligando. En ensayos de competencia separados, usando ELISA y
FACS, observamos bloqueo parcial de la unién de SCF a cKIT por 9P3, de modo que parece ser una interferencia estérica
parcial. En conclusion, los datos de HDx—MS indican que el epitopo para el anticuerpo 9P3 consiste en un epitopo
discontinuo que es remoto de los sitios de union de SCF. Es de esperar que NEG024, NEG085, NEG086, NEG027 y
NEGO087 tengan el mismo mecanismo de accién.

Ejemplo 14: La capacidad de los ADC de cKIT para actuar como agonistas se evalué usando una linea celular de
cKIT de tipo silvestre Mo7e, y una linea celular mutante de cKIT GIST T-1

Para evaluar las posibles propiedades agonistas de ADC de cKIT, 2x108 células GIST T-1 (provistas amablemente por el
Dr. Takahiro Taguchi, Kochi U., Japén) o Mo7e (DSMZ, ACC—104) se privaron de suero durante la noche a 37 °C con 5%
CO2 (DMEM para GIST T-1 y RPMI para Mo7e suplementado con FBS al 0,1%) en una placa de 6 pocillos (NUNC, #
catélogo 14067). Las células se trataron con rh—SCF a 10 ng/ml (R&D, Cat. # 255-SC, R&D, Berkeley, CA), 5 ug/ml de
NEG085-MCC-DM1, NEG024-MCC-DM1, y 20376—-MCC-DM1 por 15 minutos a 37 °C. Un pocillo fue designado como
no tratado (UT). Las células se cosecharon en 1 ml de PBS. Las pellas celulares se lisaron sobre hielo durante 60 minutos
en 30 pl de amortiguador de lisis: 20 mM Tris—HCI; pH 7,5, 137 mM NaCl, 1% Triton X—100, 15% glicerol, proteasa e
inhibidores de fosfatasa. Después los lisados se centrifugaron 40 minutos a 12000 rpm a 4 °C. Se hirvieron 20 pg de cada
nuestra durante 10 minutos a 75 °C y se cargaron en un gel de 12 pocillos NUPAGE® 4-12% Bis—Tris (Life Technologies,
NP0322BOX, Carlsbad, CA). Después de la transferencia de proteina a los blots de membrana, las membranas se
bloquearon con TBST-5 % leche a temperatura ambiente durante 1 hora y después se sondearon con anticuerpos
primarios durante la noche a 4 °C. Los blots se lavaron con TBST (4x5 mins) el dia siguiente. Los blots se incubaron en
el anticuerpo secundario (anti-HRP de conejo de cabra 1:30000, Santa Cruz) durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
blots se lavaron en TBST (4x5 minutos) y se desarrollaron.

Los anticuerpos primarios usados para Western blotting fueron a—cKIT, Tyr703 (Cell Signaling Technology Cat. # 3073,
Beverly, MA), a—cKIT Tyr721 (NOVUS, Cat. # NBP1-51412, Novus, Littleton, CO), AKT Ser473 (Cell Signaling Technology
Cat. #9271), AKT (Cell Signaling Technology Cat. # 4691), ERK Thr202/Tyr204 (Cell Signaling Technology Cat. # 9101),
ERK (Cell Signaling Technology Cat. # 9102), y GAPDH (Cell Signaling Technology Cat. #3683).

Como se muestra en la figura 12, los anticuerpos de cKIT NEG085, NEG024 20376 pueden mediar la fosforilacion de
cKIT en ausencia de ligando (SCF). Sin embargo, las rutas de sefializacién secuencia abajo no son afectadas, ya que la
sefial no se transduce a fosfo—ERK o fosfo—AKT.

Ejemplo 15: Internamiento mediado por Ab de cKIT de cKIT de superficies sobre células GIST-T1, determinado
por citometria de flujo

La cinética del internamiento mediado por anticuerpo de cKIT se evalu6 tratando con anticuerpo en una monocapa celular
usando un método de cambio de temperatura y lectura de citometria de flujo. Células GIST-T1 (provistas amablemente
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por el Dr. Takahiro Taguchi, Kochi U., Japdn) se sembraron a 2,5x105 células/pocillo en 5 placas tratadas de cultivo de
tejido de 12 pocillos (BD Falcon 353043). Las células se incubaron en un incubador de cultivo de tejido a 37 °C con 5%
CO:zdurante la noche. El dia siguiente el medio se removi6 y se remplaz6 con 450 ul de medio nuevo. Los anticuerpos de
cKIT NEGO085, 20376 y un control de isotipo se prepard a una concentracion 10X 10 ug/ml en medio de cultivo de células
apropiado, y 50 pl de anticuerpo de cKIT de prueba o isotipo se agregaron por pocillo con una concentracion final de 10
pg/ml. Todas las células se encubaron 1 hora sobre hielo seguido de por 2 lavados con 1 ml de solucién salina
amortiguadora de fosfato (PBS) 1X y se resuspendieron en 500 pl de medio de cultivo celular. Las placas # 2-5 se
transfirieron a 37 °C y se cosecharon en los puntos de tiempo: 30 minutos, 2 horas, 4 horas y 24 horas a 37 °C con 5%
CO:z. Se agregaron a la placa 1, 100 pl de amortiguador de disociacién celular (Gibco Cat. #13150-0186, Life Technologies,
Carlsbad, CA) (control de unién 4 °C) y se incub6 a 37 °C hasta que las células se desprendieron. Las células se
neutralizaron con 100 pl de medio y se transfirieron a una placa tratada de cultivo de tejido con fondo de forma de V con
96 pocillos (Costar 3894). Las células se centrifugaron y se lavaron 2 veces con amortiguador FACS (solucioén salina
amortiguadora de fosfato 1X, suero bovino fetal al 2%, azida de sodio al 0,1%). El Ab secundario anti-lgG humana de
cabra conjugado con ficoeritrina (Invitrogen H10104, Life Technologies, Carlsbad, CA) se preparé a una proporcién de 1
a 100 en un amortiguador FACS. Se agreg0 a las células anticuerpo secundario a 100 pl/pocillo y se incub6 con las células
sobre hielo por 45 minutos. Al final del periodo de incubacion las células se centrifugaron y se lavaron con amortiguador
FACS 3 veces. Las células se fijaron con 100 pl/pocillo de paraformadehido al 1% y se guardaron a 4 °C en la oscuridad.
Se repitieron los pasos de disociacion celular, incubacion con anticuerpo secundario y fijacién para las células incubadas
a 37 °C para los diversos puntos de tiempo. Al dia siguiente todas las muestras se analizaron usando el equipo BD
FACSCanto lI® usando un sistema HTS (BD Biosciences, San Jose, CA). Las muestras se analizaron con software FlowJo
para obtener los valores de media geométrica de fluorescencia para el canal de ficoeritrina. La figura 13A es una grafica
del porcentaje de union de superficie celular inicial contra la media geométrica—PE unién a 4 °C/media geométrica—punto
de tiempo PE a 37 °C x 100. Como lo muestra la figura 13A, los dos anticuerpos NEG085 y 20376 se unen a cKIT sobre
la superficie celular y son internados rapidamente en la célula. Esto indica que los ADC de cKIT descritos serian internados
rapidamente, suministrando asi la toxina a la célula eficientemente.

En otro experimento de internamiento se evalué el impacto de NEGO085 sobre los niveles del receptor cKIT sobre células
de medula 6sea humana. Células de medula 6ésea normales CD34+ de humano (All Cells, Cat #ABM022F, Emeryville,
CA) se descongelaron y se lavaron con 10 mL de medio StemPro®-34 SFM (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA).
Las células se resuspendieron en 1,25 mL de medio StemPro—34 SFM a 4 x 10%células/mL y se dividieron equitativamente
en 2 tubos. Un tubo se dejo sin tratar y el otro se traté con 10 pg/ml de NEG085, y ambos se incubaron a 37 °C, 5% de
CO2. Se recolectaron 100 uL de suspensiodn celular en cada punto de tiempo (0, 15, 30, 60, 120, y 240 minutos) de cada
condicion, y se pusieron en un tubo de recoleccion enfriado con hielo para cesar el internamiento. Las células se lavaron
con 3 mL de amortiguador de marcaciéon FBS enfriado con hielo y se resuspendieron en 100 plde amortiguador de
marcacién FBS. Se agregaron a cada tubo 5 ml de 104D2-BV421 (anti—IgG1 k humana de ratén, Biolegend, San Diego
CA), y se incub6 sobre hielo durante 1 hora. Después de otro lavado con amortiguador de marcacion FBS, el total de
receptores cKIT se midié por citometria de flujo evaluando la intensidad de fluorescencia media de BV421 en un FACS
Canto II® (BD Biosciences, San José, CA).

Como se muestra en la figura 13B, cKIT es internado rapidamente después de la unién de NEGO085, con la mayor parte
del internamiento sucediendo rapidamente (15 minutos) y después continuando hasta declinar constantemente la cantidad
de cKIT sobre la superficie hasta el punto final de 4 horas.

Ejemplo 16: Evaluacion de la capacidad de NEG085—MCC—-DM1 para modular la degradacion de cKIT en una linea
celular de cKIT de tipo silvestre (NCI-H526) o una linea celular de cKIT mutante (GIST-T1).

Se sembraron 5x108 células GIST-T1 (provistas amablemente por Dr. Takahiro Taguchi, Kochi U., Jap6n) o NCI-H526
(ATCC CRL-5811) en medio de crecimiento (DMEM, 10% FBS para GIST T-1 y RPMI, 10% FBS para NCI-H526) la
noche anterior a 37 °C 5% de CO2. Después las células se trataron con cicloheximida 100 mM (CHX) (Cat. # 090M4009,
Sigma—Aldrich, St. Louis, MO) en medio libre de metionina (GIBCO: DMEM, 21013-024; RPMI, A14517-01, Life
Technologies, Carlsbad, CA). Las células se trataron con ADC con 5 pg/ml (NEG085-MCC-DM1), 10 ng/ml rh—SCF (R&D,
255-SC), o tanto ADC como rh—SCF durante 1, 4 0 6 horas a 37 °C con 5% de COa. Las células se cosecharon a 1 hora,
4 horas y 6 horas después del tratamiento en 1 mL de PBS. Las pellas celulares se lisaron sobre hielo por 60 minutos en
50 pl de amortiguador de lisis (20 mM Tris—HCI; pH 7,5, 137 mM NaCl, 1% Triton X-100, 15% Glicerol, proteasa e
inhibidores de fosfatasa. Después los lisados se centrifugaron por 40 minutos a 12000 rpm a 4 °C. Se hirvieron 5 ug de
cada muestra por 10 minutos a 75 °C y se cargaron en un gel NUPAGE® 4-12% Bis—Tris (NP0323BOX Life Technologies,
Carlsbad, CA). Después de transferencia de proteina a los blots de membrana, las membranas se bloquearon en TBST
5% de leche a temperatura ambiente por 1 hora, y después se sondearon con un anticuerpo anti—cKIT (Cell Signaling
Technology Cat. # 3074, Beverly, MA) durante la noche a 4 °C. Los blots se lavaron en TBST (4x5 minutos) el dia siguiente.
El blot se incubd en el anticuerpo secundario (anti-conejo de cabra—HRP 1:30000, Santa Cruz Biotechnologies, Dallas,
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TX) durante 1 hora a temperatura ambiente. El blot se lavd en TBST (4x5 minutos) y se desarrolld. Los anticuerpos
primarios usados para el Western blot fueron anti—cKIT (Cell Signaling Technology Cat. # 3074) and GAPDH (Cell
Signaling Technology Cat. # 3683). Las figuras 14A/B muestran el curso de tiempo de degradacion de receptor cKIT
mediada por NEG085-MCC-DM1. La degradacion fue rapida con los niveles haciéndose muy bajos/indetectables
después de 6 horas. Es de observar que la degradacion del receptor cKIT sucede mas rapido que SCF con NEG085—
MCC-DM1 en las células GIST T1 que expresan un receptor cKIT mutante (panel 14A). También, el NEG085—-MCC-DM1
no bloquea el receptor cKIT de la unién de SCF, ya que la adicion de NEG085-MCC-DMT1 y SCF provee una degradacion
mas rapida como se observa en la figura 14B. Si el NEG085-MCC-DM1 fuera un bloqueador de ligando, no habria
diferencia entre NEG085-MCC-DM1 y NEG085-MCC-DM1 con SCF.

Ejemplo 17: NEG085 y 20376 no conjugados no inhiben la proliferacion de Mo7e, una linea celular dependiente
de SCF

Para evaluar las propiedades antagénicas potenciales de los anticuerpos desnudos y la capacidad de los conjugados
anticuerpo—farmaco (ADC) para inhibir la proliferacién de una linea celular que expresa cKIT, se desarrollaron MO7e
(DSMZ, Catalogo # ACC—104, Braunschweig, DE) en presencia o ausencia de ligando de cKIT, factor de células madre
(SCF), para supervivencia. Las células MO7e se desarrollaron en factor estimulador de colonia de granulocitos—
macrofagos de humano a 10 ng/ml GM—-CSF (R&D Systems Cat. # 215-GM, Minneapolis, MN) o SCF factor de células
madre de humano a 10 ng/ml (R&D Systems Cat. # 255-SC) antes de sembrar en placas de 96 pocillos (Costar Cat #
3904, Corning, Tewksbury, MA) a 5000 células/pocillo en 100 ul de medio de diluciéon. Se generd una placa duplicada
para una medicion del dia 0 y todas las placas se incubaron en un incubador de cultivo de tejido a 37 °C con 5% de CO:2
durante la noche. Después de esta incubaciéon se agregaron 50 pl adicionales de medio de dilucién, seguido por 90
pl/pocillo del reactivo Cell titer Glo ® (Promega Cat. # G7573, Madison, WI) a cada pocillo de la placa designada “dia 0”.
Las placas del ensayo se agitaron suavemente por 20 minutos y la intensidad de luminiscencia resultante se midié usando
una lectora de placa Perkin EImer 1450 Microbeta TriLux ® (Perkin Elmer, Waltham, MA). Se prepararon Ab desnudos de
prueba y ADC a concentracién 3X; 30 ug/ml en el medio de cultivo celular apropiado y se diluyd en series 5 veces para 8
puntos. También se generaron pocillos de medio solo para actuar como controles negativos. Se agregaron 50 pl de
anticuerpos diluidos en serie 3X o ADC (concentracion del ensayo final 0,0009-68 nM) antes de incubacién en un
incubador de cultivo de tejido a 37 °C con 5% de CO:z por 5 dias. Después de este periodo de incubacion se determiné la
viabilidad celular relativa por medio de la adicién del reactivo Cell titer Glo como se describe arriba. El efecto de los ADC
sobre la proliferaciéon celular se calculd usando el promedio de los duplicados de la siguiente manera: (% Inhibicién =
(tratado con ADC o Ab) / (no tratado)*100). Los datos de porcentaje de inhibicidn se ajustaron a una ecuacion logistica de
4 parametros y se determinaron los valores de ICso.

Como se muestra en la figura 15 y la figura 16, los anticuerpos anti—cKIt desnudos no inhiben la proliferacion celular. En
la figura 15 se compara NEG085-MCC-DM1 con NEGO085, NEG024 y 20376 no conjugados. Como se muestra
claramente en la grafica, NEG085—MCC-DM1 inhibe la proliferacién celular de las células M07e a una concentracion baja,
mientras que los anticuerpos no conjugados no tienen este efecto. El control IgG—MCC-DM1 tiene un mayor efecto anti—
proliferativo que los NEG085, NEG024 o 20376 no conjugados.

Esto también se observa en la figura 16, en donde el experimento usa GM—CSF en lugar de SCF para anular el efecto de
internamiento del receptor cKIT que tiene el ligando SCF. El resultado de la figura 16 es consistente con la figura 15, ya
que un anticuerpo NEG085 no conjugado no tiene efecto nocivo sobre la proliferacion celular, de forma similar a una IgG
no conjugada de control. En resumen, los resultados mostrados en las figuras 15 y 16 indican que la reduccion en la
proliferacion celular se debe a la conjugacion de los anticuerpos anti—cKIT con la toxina.

Ejemplo 18: Evaluacion de la actividad ADCC in vitro

La capacidad de los anticuerpos anti—cKIT no conjugados (NEG085, 20376) para mediar la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo se determin6 contra células Uke—1 (células objetivo; provistas generosamente por el Profesor
Walter Fiedler, University Hospital Eppendorf, Hamburg, Alemania) en coincubacion con células NK3.3 (células asesinas
o células efectoras; provistas amablemente por Jacky Kornbluth de Saint Louis University). Brevemente, células Uke—1
se marcaron con calcein acetoxi—-metil éster (Calcein—AM; Sigma—Aldrich , # catalogo 17783-5MG, St. Louis, MO), se
lavaron 2 veces, se tomaron con pipeta a una placa de microtitulacion de 96 pocillos (96 pocillos, fondo en forma de U,
plastico transparente; Corning Costar, # catalogo 650 160, Tewksbury, MA) a una concentracion de 5000 células por
pocillo y se pre—incubaron 10 minutos con una dilucién en serie de los anticuerpos y proteinas anteriormente mencionados
(de 50000 a 0,003 ug por ml) antes de agregar las células NK3.3 efectoras durante 1 hora a una relacién de efector a
objetivo de 20 a 1. Para calcular la lisis especifica de anticuerpo de las células objetivo, una incubacion paralela de células
objetivo solas sin anticuerpo o células efectoras sirvio como una linea de base y control negativo, mientras que el control
positivo o lisis maxima o 100% de lisis especifica se determiné por lisis de células objetivo solas con una solucién de
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Triton X 100 al 1%. Como un control positivo adicional se utilizé MabCampath® (Sanofi, Paris, FR), que reconoce CD52
sobre las células Uke—1. Después de una coincubacion de las células objetivo y efectoras, la placa de microtitulacién se
centrifugd y una alicuota del fluido sobrenadante se transfirid a otra placa de microtitulacion (96 pocillos, fondo plano,
negra con fondo transparente (Corning Costar, # catdlogo 3904, Tewksbury, MA) y la concentraciéon de calcein libre en
solucioén se determiné con un contador de fluorescencia (Victor 3 ® multilabel counter, Perkin Elmer, Waltham, MA).

Los resultados se presentan en la figura 17. La citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCC) es un
mecanismo de inmunidad mediada por célula. Por medio del cual una célula efectora lisa una célula objetivo que ha sido
enlazada por anticuerpos especificos. En este experimento el MabCampath® y también los anticuerpos anti—cKIT 20376
y NEGO085 son anticuerpos IgG1 humanos no conjugados. Como se muestra en la figura 17, solo el anticuerpo
MabCampath media la destruccion por ADCC de las células objetivo. Tanto 20376 como NEG085 no fueron capaces de
inducir ADCC incluso a concentraciones mas altas. Por lo tanto, cualquier muerte celular observada cuando se usé uno
de los ADCC, por ejemplo, NEG085—-MCC-DM1, no se debe a un mecanismo de accion ADCC.

Ejemplo 19: La capacidad de NEG085 y 20376 para ocasionar apoptosis de mastocitos fue investigada usando
mastocitos humanos primarios

Mastocitos humanos primarios se cultivaron de sangre periférica humana de acuerdo con los métodos descritos por Saito
et al., Nature Protocols 2006;1(4):2178—2183. Los mastocitos, que habian estado en cultivo liquido durante un minimo de
una semana, se incubaron con concentraciones crecientes (0,05 — 100 nM) de los Ab anti—cKIT humano, NEG085 y
20376, o una IgG de control de isotipo, en presencia de rhSCF 1,6 nM (Genscript, Cat # Z00400, Piscataway, NJ), durante
48 horas a 37 °C antes de la adicién del reactivo Caspase—Glo® 3/7 (Promega, Cat. # G8093, Madison, WI) para medir
la apoptosis. Después de 30 minutos de incubacion a t.a., la luminiscencia se registré en la lectora de placa BioTek®
Synergy (BioTek, Winooski, VT).

Como cKIT es expresada sobre mastocitos, cualquier anticuerpo anti—cKIT terapéutico no debe causar agotamiento de
mastocitos. La figura 18 muestra un ensayo de apoptosis con mastocitos primarios humanos después de tratamiento con
Abs anti—cKIT humano o un Ab de control de isotipo, en presencia de rhSCF 1,6 nM. Los mastocitos humanos primarios
se incubaron con concentraciones crecientes de los anticuerpos anti—cKIT, NEG085 y 20376, o una IgG de control de
isotipo. Como se muestra en la figura 18, tanto el anticuerpo NEG085 como el 20376 no conjugados no producen apoptosis
de mastocitos primarios humanos ex vivo.

Ejemplo 20: La capacidad de NEG085 y 20376 para mediar la desgranulacién de mastocitos fue determinada
usando mastocitos humanos primarios

Se cultivaron mastocitos humanos primarios de sangre periférica humana de acuerdo con los métodos descritos por Saito
et al., (supra). Los mastocitos, que habian estado en cultivo liquido durante un minimo de una semana, se pre—trataron
con IgE JW8 especifica de Ag al 5% (lote del laboratorio ACE 27283), 95% de IgE humana monoclonal no especifica
(Abbiotec, Cat # 12030635, San Diego, CA) y rhiL—4 a 10 ng/mL (R&D Systems Cat # 204—IL, Minneapolis, MN) durante
5 dias a 37 °C. Después las células se incubaron con concentraciones crecientes (0,05 — 100 nM) de una IgG de control
de isotipo, los Ab anti—cKIT humano 20376 y NEGO085, el Ab anti—-IgE, LE27, o el antigeno NIP(5)BSA, en presencia de 1
Ab especifico de Fc anti-lgG humana (H+L) de cabra (Jackson ImmunoResearch, Cat # 109—005-008-JIR, West Grove,
PA) por 90 minutos a 37 °C. Después las células se centrifugaron y los sobrenadantes se transfirieron a placas de paredes
negras de 96 pocillos antes de la adicién del sustrato de f—hexosaminidasa. Después de 90 minutos de incubacién a 37
2C, la reaccion se detuvo agregando tris—base (Sigma, Cat # T1503-500G, pH 12, St. Louis, MO) y la intensidad de
fluorescencia se registr6 en la lectora de placa Envision®.

Como en el experimento anterior del ejemplo 19, es importante evaluar cualquier efecto nocivo de los anticuerpos anti—
cKIT sobre los mastocitos. En donde el experimento previo examiné la apoptosis de mastocitos, aqui los experimentos
estan dirigidos a la desgranulacion de mastocitos. Como se muestra en la figura 19, los controles positivos NIP(5) y LE27
muestran niveles altos de desgranulacién de mastocitos. En contraste, los anticuerpos anti—cKIT NEGO085 y 20376 no
inducen desgranulacion de mastocitos de mastocitos primarios humanos ex vivo.

Ejemplo 21: Modulacién de marcador farmacodinamico sobre el objetivo in vivo por ADC de cKIT

Se hicieron estudios para evaluar la capacidad del ACD de cKIT NEG027-MCC-DM1 para modular marcadores
farmacodinamicos in vivo, incluso un examen de la colocalizacién de anticuerpo NEG027 hacia el evento farmacodinamico
(PD) de detencion mitoética en el xenoinjerto de tumor GIST T1 que expresa cKIT mutante. La meta de estos estudios fue
evaluar el grado y duracion de la detencién del ciclo celular G2/M.

90



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2701051 T3

La presencia de ACD fue calculada indirectamente detectando anticuerpo IgG humano (que es NEG027 en el ratén) en
el tumor usando un enfoque inmunohistoquimico. Un anti-lgG humana de conejo (H+L) purificado por afinidad se obtuvo
de Jackson ImmunoResearch Laboratories (Cat. # 309—-005-082, West Grove, PA). El anticuerpo reacciona con la I1gG
humana de molécula completa y las cadenas ligeras de otras inmunoglobulinas humanas con minima reaccion cruzada a
las proteinas del suero del ratén. Brevemente, el protocolo de IHC incluy6 calentamiento y exposicion estandar al reactivo
de recuperacién de antigeno Ventana Cell Conditioning #1 (Ventana, Tucson, AZ). El anticuerpo primario se diluy6 a una
concentracion de trabajo de 2 pg/ml y se incub6 32 minutos a temperatura ambiente. Subsecuentemente se hizo una
incubacién con anticuerpo anti—conejo conjugado con HRP prediluido Ventana UltraMap (Cat # 760-4315, Ventana,
Tucson, AZ) durante 32 minutos.

La acumulacién de nucleos pHH3 positivos, evaluada por inmunohistoquimica, se usé como un marcador de la detencién
de G2/M. Un anticuerpo policlonal de conejo producido por animales en inmunizacién con un fosfopéptido sintético que
corresponde a los residuos circundantes a Ser10 de histona humana H3 (pHH3) se obtuvo de Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, Cat. # 9701). Brevemente, el protocolo de IHC incluyd calor y exposicidon estandar al reactivo de
recuperacion de antigeno Ventana Cell Conditioning #1. El anticuerpo primario se diluyé 1:50 y se incub6 60 minutos a
temperatura ambiente. Subsecuentemente, se incubd con el anticuerpo secundario anti-conejo de cabra biotinilado de
Jackson ImmunoResearch Laboratorios (Cat. # 111-065-144, West Grove, PA) durante 32 minutos.

Para evaluar los cambios de marcador PD inducidos por ADC anti—KIT en el modelo de xenoinjerto del tumor subcutaneo
GIST TH1, ratones SCID-beige hembras fueron implantados por via subcutanea con 10x10° células en una suspension
que contenia Matrigel™ al 50% (BD Biosciences) en solucién salina equilibrada de Hank. El volumen de inyeccion total
que contenia las células en suspension era de 200 pl. Los ratones se asignaron aleatoriamente para recibir una sola dosis
i.v. de NEG027-MCC-DM1 (2,5 mg/kg), control de isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (2,5 mg/kg) o solucion salina
amortiguadora tris (TBS; 5 ml/kg) una vez que los tumores alcanzaron entre 300 y 500 mm? (n=3/grupo). La inmunotincidn
para IgG humana muestra en donde esta localizado NEG027 y esto se correlaciona con areas de una mayor densidad de
inmunotincion de pHH3 (imagenes representativas mostradas en la figura 20, suministrando soporte para la colocalizacion
de anticuerpo con el efecto farmacodinamico. Consistentemente con el mecanismo de accién esperado de la carga Util de
maitansinoide, NEG027-MCC-DM1 produjo un aumento marcado, dependiente del tiempo, en el porcentaje de células
positivas para positividad de pHH3, alcanzando un pico a 33 h y 48 h después de la dosis con respecto a los controles de
isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 o tratados con PBS, con una sefial de vuelta a la linea de base a alrededor de una
semana (imagenes representativas en la figura 21, la grafica mostrada en la figura 22). También se evaluaron los cambios
dependientes del tiempo en caspasa 3 escindida. En estos estudios, un anticuerpo policlonal de conejo producido
inmunizando animales con un péptido sintético que corresponde a residuos amino—terminales adyacentes a (Asp175) en
caspasa 3 humana se obtuvieron de EMD Millipore (Cat. #PC679). El protocolo de IHC incluyé calor y exposicion estandar
al reactivo de recuperacién de antigeno Ventana Cell Conditioning #1. El anticuerpo primario se diluy6é a 20 pug/ml y se
incubd durante 32 minutos a temperatura ambiente. Subsecuentemente, se incubd con anticuerpo secundario anti—-conejo
de cabra biotinilidado de Jackson ImmunoResearch Laboratorios (Cat. # 111-065-144, West Grove, PA) durante 32
minutos.

De forma similar a pHH3, los cambios dependientes del tiempo en la caspasa 3 escindida también se observaron
(imagenes representativas mostradas en la figura 21, grafica mostrada en la figura 22). Estos datos demuestran que el
ADC de cKIT NEG027-MCC-DM1 es capaz de provocar efectos PD celulares in vivo robustos consistentes con el
mecanismo de accién de la carga Util de maitansinoide.

Una fotografia representativa de la inmunotincion de cKIT sobre el tumor GIST T1 se muestra para visualizar el patron de
tincion en este modelo de xenoinjerto (figura 21). Un anticuerpo policlonal de conejo producido inmunizando animales con
un péptido sintético que corresponde a los aminoacidos 963 a 976 en la parte c—terminal citoplasmica de cKIT fue obtenida
de Dako (Cat. # A4502). Brevemente, el protocolo de IHC incluy6 calor y exposicion estandar al reactivo de recuperacién
de antigeno Ventana Cell Conditioning #1. El anticuerpo primario se diluyé a una concentracion de trabajo de 14 pg/my
se incubo por 60 minutos a temperatura ambiente. Subsecuentemente se incubd con el anticuerpo anti—-conejo conjugado
con HRP prediluido de Ventana UltraMap (Cat # 760—4315) durante 16 minutos.

Ejemplo 22: Eficacia in vivo de ADC anti—cKIT contra el tumor estromal gastrointestinal (GIST) en ratones

La actividad antitumoral de ADC anti—cKIT se evalu6 en varios modelos de xenoinjerto de tumor. La actividad antitumoral
dependiente de la dosis y la farmacocinética (PK) de un ADC anti—cKIT humano reactivo cruzadamente con cKIT diferente
de raton NEG027-MCC-DM1 se evalué en el modelo de xenoinjerto de tumor subcutdneo GIST T1 que expresa cKIT
mutante. Ratones SCID-beige hembras recibieron implantes por via subcutanea de 10x10® células que contenian
Matrigel™ al 50% (BD Biosciences) en solucion salina balanceada de Hank. El volumen de inyeccion total que contenia
las células en suspension era de 200 pl.
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Los ratones se enrolaron en el estudio 10 dias después de la implantacién con un volumen de tumor promedio de 207
mm3. Después de ser asignados aleatoriamente a uno de cinco grupos (n = 9/grupo), los ratones se les administré una
sola dosis i.v. de TBS, el vehiculo de ADC (5 ml/kg), un control de isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (2,5 mg/kg), o
NEG027-MCC-DM1 (0,625, 1,25 o0 2,5 mg/kg). Los volimenes de tumor y los pesos corporales se midieron 2 veces a la
semana. La IgG1-MCC-DM1 de control no fue activa significativamente a 2,5 mg/kg. NEG027-MCC-DM1 a 0,625 mostré
eficacia estadisticamente significativa en comparacion con el grupo tratado con TBS, sin embargo, 1,25 y 2,5 mg/kg
indujeron una eficacia aln mayor, induciendo estasis de volumen de tumor similar segin las mediciones del calibrador,
aunque una evaluacion histolégica no mostrara la presencia de células de tumor. En su lugar, una mezcla de tejido
conectivo, tejido adiposo y segmentos de nervios periféricos y musculo estriado fueron los principales componentes de
tejido en estas secciones. Esto apoya una regresién histoldgica en el tumor (figuras 23-26).

De este estudio, también se recolecté el suero a 1 hora, 24 horas y 4, 7, 11, y 21 dias después de la dosis para medir la
concentracion de anticuerpo/ADC con el tiempo usando un ELISA de anti-lgG1 humana y un ELISA de anti-DM,
respectivamente. Para evaluar los parametros PK el suero se recolectd por medio de sangrados retroorbitales y se analizé
por medio de ELISA. El ensayo PK de anticuerpo total mide la concentracion total de anticuerpo con/sin DM1 mediante
ELISA colorimétrico. Las placas se recubren con anti-lgG humana (especifico de Fc), y la deteccion es con un anti-IgG
humana—HRP antes de ser leida en una lectora de placa apropiada. El ensayo PK del conjugado mide el anticuerpo que
esta enlazado a por lo menos una (1) molécula de DM1 por medio de ELISA colorimétrico. En este formato, las placas se
recubren con anticuerpo anti-maitansina y se detecta con anti-lgG humana—HRP. La PK es proporcional a la dosis con
una vida media en el suero aproximada de 7 dias (figuras 23-24).

Puesto que una sola dosis de 0,625 mg/kg de NEG027-MCC—-DM1 solo causé retraso del crecimiento del tumor GIST T1,
suministrando asi una escala dinamica para evaluar diversas actividades de ADC, este nivel de dosis se seleccion6 para
evaluar la eficacia de un grupo de ADC estrechamente relacionados, también derivados del 9P3—-MCC-DM1 ADC murino
original. Ratones SCID-beige hembras recibieron implantes por via subcutanea de 10x10° células que contenian
Matrigel™ al 50% (BD Biosciences, San Jose, CA) en solucién salina balanceada de Hank. El volumen total de inyeccién
que contenia las células en suspension fue de 200 pl. Los ratones se enrolaron en el estudio 10 dias después de la
implantacién con un volumen de tumor promedio de 195 mm3. Después de ser asignados aleatoriamente a los grupos (n
= 8/grupo), a los ratones se les administr6 una sola dosis i.v. de TBS (8 ml/kg), un control de isotipo no especifico IgG1—
MCC-DM1 (10 mg/kg), NEG085-MCC-DM1 (0,625 mg/kg), NEG086-MCC-DM1 (0,625 mg/kg), NEG087-MCC-DM1
(0,625 mg/kg), NEG024—MCC-DM1 (0,625 mg/kg), 0 NEG026—-MCC-DM1 (0,625 mg/kg). Los volimenes de tumor y
pesos corporales se midieron 2 veces a la semana (figuras 27-29). El control IgG1-MCC-DM1 incluso a la dosis alta de
10 mg/kg no fue activo. Los ADC anti—cKIT a 0,625 mg/kg no fueron estadisticamente diferentes entre si. Los grupos
tratados con NEG085-MCC-DM1 y NEG024—MCC-DM1 tuvieron los volimenes de tumor mas pequefios en la escala
mas estrecha.

De este estudio, también se recolect6 el suero a 1 hora, 24 horas y 3, 7, 10, 14 y 21 dias después de la dosis para medir
la concentracion de anticuerpo/ADC con el tiempo usando un ELISA de anti-IgG1 humana y un ELISA de anti-DM,
respectivamente. Para evaluar los parametros PK el suero se recolectd por medio de sangrados retrorbitales y se analizé
por medio de ELISA. El ensayo PK de anticuerpo total mide la concentracion total de anticuerpo, con/sin DM1 por ELISA
colorimétrico. Las placas se recubren con anti-lgG humana (especifico de Fc) y la deteccién es con anti-IgG humana—
HRP, antes de ser leida en una lectora de placas apropiada. El ensayo PK del conjugado mide el anticuerpo que esta
enlazado a por lo menos una (1) molécula de DM1 por medio de ELISA colorimétrico. En este formato, las placas se
recubren con anticuerpo anti—-maitansina y se detectan con anti—-lgG humana—HRP. Estos ADC mostraron exposiciones
al suero similares (figura 30).

Ejemplo 23: Eficacia in vivo de ADC anti—cKIT contra cancer de pulmoén de célula pegueiia en ratones

La actividad antitumoral de un grupo de ADC se evalu6 en el modelo de xenoinjerto de cancer de pulmén de célula
pequefia NCI-H1048 con inmunotincién de cKIT moderada que exhibe mayor heterogeneidad en comparacion con
xenoinjertos de tumor GIST T1 (Figura 21-Figura 30). EIl NEG085-MCC-DM1 se compard con un grupo de ADC de cKIT
que son fuertes antagonistas de la sefializacion de cKIT, ninguno de los cuales se une a cKIT de ratén. Ratones SCID—
beige hembras recibieron implantes por via subcutdnea de 10x10° células que contenian Matrigel™ al 50% (BD
Biosciences) en solucion salina equilibrada de Hank. El volumen de inyeccién total que contenia las células en suspension
era de 200 pl. Los ratones se enrolaron en el estudio 15 dias después de la implantacion con un volumen de tumor
promedio de aproximadamente 120 mm3. Todos los grupos tratados recibieron una sola dosis intravenosa de 2 mg/kg.
Después de asignarse aleatoriamente a los grupos (n = 8/grupo), se administr6 a los ratones una sola dosis i.v. de TBS
(5 ml/kg), un control de isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (2 mg/kg), NEG024-MCC-DM1, NEG085-MCC-DM1, y
NEG086—MCC-DM1. Los volimenes de tumor y pesos corporales se midieron 2 veces a la semana (figuras 31 y 32). El
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IgG1-MCC-DM1 de control no fue activo. EIl NEG085-MCC-DM1 tiende a ser eficaz con una AT/AC baja de 9%, pero no
fue estadisticamente diferente del vehiculo a esta dosis de 2 mg/kg. EI NEG024—-MCC-DM1 y NEG026—MCC-DM1 fueron
significativamente eficaces.

También se evalu6 la eficacia antitumoral de ADC de cKIT en el modelo de xenoinjerto de cancer de pulmén de célula
pequefia NCI-H1048 de actividad antitumoral dependiente de la dosis de NEG085-MCC-DM1. A ratones SCID-beige
hembras se les implant6 por via subcutanea Matrigel™ al 50% que contenia 10x108 células (BD Biosciences) en solucion
salina equilibrada de Hank. El volumen total de inyecciéon que contenia las células en suspension era de 200 pl. Los
ratones fueron enrolados en el estudio 11 dias después de la implantacién con un volumen de tumor promedio de
aproximadamente 150-200 mm3. Después de ser asignados aleatoriamente a los grupos (n = 8/grupo), se administré a
los ratones una sola dosis i.v. de TBS (5 ml/kg), un control de isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (10 mg/kg), o
NEG085-MCC-DM1 (2,5, 5y 10 mg/kg). Se midieron los volimenes de tumor y los pesos corporales 2 veces a la semana
(figura 33 y figura 34). El IgG1-MCC-DM1 control no fue activo, tampoco la dosis de 2,5 mg/kg de NEG085-MCC-DM1.
Sin embargo, las dosis de 5y 10 mg/kg fueron significativamente eficaces.

La actividad antitumoral de dos ADC anti—cKIT se evalu6 en un segundo modelo de xenoinjerto de cancer de pulmén de
célula pequefna con niveles mas altos de cKIT de forma similar a los xenoinjertos de tumor GIST T1 (fotografias
representativas en la figura 21y gréaficas en la figura 35). Ratones SCID-beige hembras se les implant6 por via subcutanea
con 10x108 células que contenia Matrigel™ al 50% (BD Biosciences) en solucion salina equilibrada de Hank. El volumen
total de inyeccion que contenia las células en suspension era de 200 pl. Los ratones fueron enrolados en el estudio 6 dias
después de la implantacién con un volumen de tumor promedio de aproximadamente 150 mm3. Después de ser asignados
aleatoriamente a los grupos (n = 9/grupo), se administr6 a los ratones una sola dosis i.v. de TBS (8 ml/kg), un control de
isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (10 mg/kg), NEG024-MCC-DM1 (2,5, 5y 10 mg/kg) y ADC 20376-MCC-DM1 (10
mg/kg) cruzadamente reactivo de ratén. Se midieron los volimenes de tumor y los pesos corporales 2 veces a la semana
(figuras 35y 36). El IgG1-MCC-DM1 de control no fue activo. El 20376-MCC—-DM1 a 10 mg/kg inicialmente regreso los
tumores, sin embargo después de la regresién inicial se observo recurrencia de tumor. Se observd una eficacia
significativa dependiente de la dosis con las tres dosis de NEG024—MCC-DM1, con regresion sostenida a largo plazo a
10 mg/kg, empezando los tumores a volver a crecer después de 60 dias, sugiriendo que 20376—MCC—-DM1 puede requerir
mas de la sola dosis administrada en este estudio. La exposicion sérica de una dosis de 10 mg/kg de 20376—-MCC-DM1
y NEG024—MCC-DM1 fue aproximadamente equivalente.

Ejemplo 24: Eficacia in vivo de ADC anti—cKIT contra leucemia mielégena aguda en ratones

La actividad antitumoral dependiente de la dosis de ADC anti—cKIT 9P3-MCC-DM1 y 9P3-SPDB-DM4 de murino se
evalu6 en el modelo de xenoinjerto de tumor subcutaneo Kasumi—1 de leucemia mielégena aguda que expresa cKIT
mutante. Ratones SCID-beige hembras recibieron trasplantes por via subcutanea de 2-3 piezas de 1 mm? de tejidos de
tumor de Kasumi—1 fragmentados en el costado derecho con Matrigel™ (BD Biosciences). Los ratones con tumores de
Kasumi—1 fueron enrolados en el estudio 21 dias después de la implantacién con un volumen promedio de tumor de 150
mm?q. Después de ser asignados aleatoriamente a 1 de 8 grupos (n = 8/grupo), se administr6 a los ratones una sola dosis
i.v. de PBS (200 pl), un control de isotipo no especifico IgG1-SPDB-DM4 (10 mg/kg), 9P3—MCC-DM1 (10 mg/kg) y 9P3—
SPDB-DM4 (1 o 5 mg/kg). Se midieron los volimenes de tumor y pesos corporales 3 veces a la semana (figura 37). El
IgG1-SPDB-DM4 de control no fue significativamente activo a 10 mg/kg. Se observé regresion del crecimiento del tumor
con 9P3-SPDB-DM4 a dosis de 5 mg/kg y 10 mg/kg.
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Tabla 10: Eficacia en Kasumi—1

gglsﬁj L:ﬁz:a Respuesta del hospedero
Cambio
. : . medio de Porcentaje

Farmaco Dosis |Regimen volumen de |de pérdida|Supervivencia
tumor contralde peso |(Sobrevivientes/total)
control (%)
(AT/AC) (%)

PBS 0mg/kg dosis i.v. 100 6.36 8/8

Unica

IlgG-SPDB-  [10mg/kg dosis i.v. [98 3.06 8/8

DM4 Unica

9P3-MCC- 10mg/kg dosisi.v. |11 -0.62 8/8

DM1 Unica

9P3-SPDB- [1mg/kg dosis i.v. [65 -0.05 8/8

DM4 Unica

9P3-SPDB- [5mg/kg dosisi.v. |-83 -1.72 3/8

DM4 Unica

Ejemplo 25: Eficacia in vivo de ADC anti—cKIT contra mastocitocis en ratones

La actividad antitumoral de ADC anti—cKIT 9P3-MCC-DM1 y 9P3—-SPDB-DM4 de murino se evalu6 en el modelo de
xenoinjerto de tumor subcutdneo HMC—1.2 que expresa cKIT mutante. La linea celular HMC-1.2 fue provista
amablemente por el Dr. Joseph Butterfield, Mayo Clinic, Rochester, MN. Ratones sin pelo Foxn—1 hembras recibieron
implantes por via subcutanea de 3, 5, y 10x108 células que contenian Matrigel™ al 50% (BD Biosciences) en medio DMEM
libre de FBS. El volumen total de inyeccion que contenia las células en suspension era de 100 pl.

Los ratones que llevan el tumor HMC—1.2 en este estudio se enrolaron 33 dias después de la implantacion con un volumen
de tumor promedio 100 mm?. Después de ser asignados aleatoriamente a 1 de 3 grupos (n = 4/grupo), se administré a
los ratones una sola dosis i.v. de PBS (200 pl), 9P3—-MCC-DM1 (10 mg/kg) o 9P3—-SPDB-DM4 (10 mg/kg). Se midieron
los volimenes de tumor y pesos corporales 3 veces a la semana (figura 38). Se observo regresién de tumor con 9P3—
SPDB-DM4 y 9P3—MCC-DM1 a 10 mg/kg.
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Tabla 11: Estudio de HMC-1

Respuesta
del tumor Respuesta del hospedero
Cambio
Farmaco Dosis Régimen |medio de Porcentaje
volumen de |de pérdida|Supervivencia
tumor contrajde peso [(Sobrevivientes/total)
control (%)
(AT/AC) (%)
PBS 0mg/kg dosis i.v. ]100 13.49 4/4
Unica
9P3-MCC- 10mg/kg dosisi.v. |6 7.71 4/4
DMA1 Unica
9P3-SPDB- [10mg/kg dosis i.v. |40 3.25 4/4
DM4 Unica

Ejemplo 26: Eficacia in vivo de un ADC de cKIT cruzadamente reactivo con raton 20376—-MCC-DM1

La actividad antitumoral dependiente de la dosis y farmacocinética (PK) del ADC anti—cKIT humano 20376-MCC-DM1
reactivo cruzadamente con cKIT de ratén se evalu6 en el modelo de xenoinjerto de tumor subcutaneo GIST T1 que
expresa cKIT mutante. Ratones SCID-beige hembras fueron enrolados en el estudio 10 dias después de la implantacion
con un volumen de tumor promedio de aproximadamente 200 mm3. Después de ser asignados aleatoriamente a 1 de 5
grupos (n = 9/grupo), se administrd a los ratones una sola dosis i.v. de TBS (5 ml/kg), un control de isotipo no especifico
IgG1-MCC-DM1 (10 mg/kg), NEG085-MCC-DM1 (0,625 mg/kg) o 20376—-MCC-DM1 (0,625, 2,5, 5 o 10 mg/kg). Se
midieron los volimenes de tumor y pesos corporales 2 veces a la semana (figuras 39-41). El IgG1-MCC-DM1 de control
no fue significativamente activo a 10 mg/kg. El 203786-MCC-DM1 también fue ineficaz, mientras que NEG085-MCC-
DM1 a 0,625 mostro6 baja eficacia, aunque tampoco fue estadisticamente significativo. El 20376-MCC-DM1 a2,5,5y 10
mg/kg fue significativamente eficaz.

De este estudio también fue recolectado el suero a 1 hora, 24 horas y 4, 7, 11 y 21 dias después de la dosificacion para
medir la concentracién de anticuerpo/ADC con el tiempo usando un ELISA de anti-lgG1 humana, y un ELISA de anti-DM
respectivamente. Para evaluar los parametros PK el suero se recolectd por medio de sangrados retrorbitales y se analizé
por medio de ELISA. El ensayo PK de anticuerpo total mide la concentracion total de anticuerpo con/sin DM1 mediante
ELISA colorimétrico. Las placas se recubren con anti—IgG humana (especifico de Fc), y la deteccion es con un anti—-IgG
humana—HRP antes de ser leida en una lectora de placa apropiada. El ensayo PK del conjugado mide el anticuerpo que
se enlaza a por lo menos una (1) molécula de DM1 por medio de ELISA colorimétrico. En este formato, las placas se
recubren con anticuerpo anti-maitansina y se detecta con anti-IgG humana—HRP. Con el ADC 20376-MCC-DM1 reactivo
cruzadamente con cKIT de ratén, la PK no fue proporcional a la dosis debido a que el ADC que se une a cKIT de ratén
en tejidos normales afecta la exposicién (disposicion de farmaco mediada por tejido), y por lo tanto hay una clara diferencia
en concentraciones séricas entre 20376-MCC-DM1 y el ADC NEG085-MCC-DM1 no reactivo cruzadamente con cKIT
de ratén (figura 40). Esto representa la diferencia de eficacia entre los dos ADC a la dosis baja de 0,625 mg/kg. A las
dosis mas altas, el efecto de disposicion de farmaco mediada por tejido es menos pronunciado y la eficacia se hace
evidente en el modelo de xenoinjerto de tumor GIST T1 en ratones.

Ejemplo 28: Eficacia in vivo de ADC de cKIT con la carga ttil SPDB—enlazador DM4 contra tumores estromales
gastrointestinales

La actividad antitumoral dependiente de la dosis de los ADC 9P3 murinos (de los cuales derivan NEG024 y NEG085) con

los enlazadores/cargas utiles MCC—-DM1 (no escindible) y SPDB-DM4 (escindible) se compar6é en el modelo de

xenoinjerto de tumor subcutaneo GIST T1 que expresa cKIT mutante. Ratones SCID-beige hembras fueron enrolados en

el estudio 18 dias después de la implantacién con un volumen de tumor promedio de aproximadamente 170 mm3. Después
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de ser asignados aleatoriamente a los grupos (n = 8/grupo), se administré a los ratones una sola dosis i.v. de TBS (5
ml/kg), anticuerpo 9P3 murino no conjugado (10 mg/kg), un control de isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (5 mg/kg),
control de isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (5 mg/kg), control de isotipo no especifico IgG1-SPDB-DM4 (10 mg/kg),
9P3-MCC-DM1 (5 y 10 mg/kg) o 9P3-SPDB-DM4 (2,5 y 5 mg/kg). Se midieron los volimenes de tumor y pesos
corporales 2 veces a la semana (figuras 42, 43). Ni los ADC de IgG1 de control no especificos ni el p93 no conjugado
fueron eficaces. Todos los ADC 9P3 fueron eficaces a las dosis probadas; sin embargo, en los tumores del grupo tratado
con 2,5 mg/kg de 9P3—SPDB-DM4 se observo eficacia ligeramente menor que los otros grupos.

La actividad antitumoral dependiente de la dosis de los ADC 9P3 murinos (de los que derivan NEG024 y NEG085) con
los enlazadores/cargas Utiles MCC-DC1 (no escindible) y SPDB-DM4 (escindible) se comparé en un segundo modelo de
xenoinjerto de tumor estromal gastrointestial que expresa cKIT mutante, GIST430. Ratones SCID-beige hembras fueron
enrolados en el estudio 11 dias después de la implantacion con un volumen de tumor promedio de aproximadamente 200
mm?q. Después de ser asignados aleatoriamente a los grupos (n = 9/grupo), se administr6 a los ratones una sola dosis de
i.v. de TBS (5 ml/kg), anticuerpo 9P3 no conjugado de murino (10 mg/kg), un control de isotipo no especifico IgG1-MCC—
DM1 (5 mg/kg), control de isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (10 mg/kg), control de isotipo no especifico IgG1-SPDB—
DM4 (5 mg/kg), 9P3—MCC-DM1 (10 mg/kg) o 9P3—-SPDB-DM4 (5 mg/kg). Se midieron los volimenes de tumor y pesos
corporales 2 veces a la semana (figuras 44, 45). Ninguno de los ADC de IgG1 de control no especificos fue eficaz. Sin
embargo, ambos ADC 9P3 fueron similarmente eficaces a las dosis probadas.

Ejemplo 29: Formulacion

La forma de servicio clinico (CSF) del ADC es un liofilizado en un vial que contiene 50 mg de anti-cKIT-MCC-DM1, 16,2
mg de succinato de sodio, 410,8 mg de sacarosa y 1 mg de polisorbato 20 (sin considerar el sobrerelleno de 10% para
permitir el retiro del contenido declarado). Después de la reconstitucion del liofilizado con 5 mL de agua para inyeccién,
se obtiene una soluciéon que contiene 10 mg/mL de anti—-cKIT-MCC-DM1, succinato de sodio 20 mM, sacarosa 240 mM
y polisorbato 20 al 0,02 % a un pH de 5,0.

Para administracion intravenosa subsecuente, la solucién obtenida usualmente se diluira adicionalmente en una solucién
vehiculo para obtener una solucién de ADC lista para usarse para infusion.

Para la CSF se escogi6 una concentracion de ADC de 10 mg/mL basandose en las pruebas preliminares de estabilidad.
Se seleccion6 una concentracién de sacarosa de 240 mM para crear una formulacién isoténica, para mantener una
estructura de torta de liofilizado amorfo y producir estabilizacién de proteina.

Los métodos analiticos importantes que indican estabilidad para seleccionar la formulacién mas estable abarcan, entre
otros, cromatografia de exclusion de tamafo para determinar el grado de agregacion, prueba de materia en particulas
sub-visibles, determinacién de toxina libre y pruebas de potencia.

El estudio de pretamizado mostré que el polisorbato 20 a una concentracién de 0,02% provee estabilizacion suficiente
contra el esfuerzo mecanico. Los estudios de estabilidad en liquido y liofilizado en tiempo real y condiciones de estabilidad
acelerada (25 °C y 40 °C) mostraron que una formulaciéon de succinato pH 5,0 provee mejor estabilidad general en
almacenamiento. Mas notablemente en esta formulacion el mejor equilibrio de todas las formulaciones probadas entre
agregacion y liberacion de la toxina libre se pudieron cumplir. Después de 3 meses a 40 °C no pudo determinarse un
aumento notable en productos de degradacion.

Ejemplo: 30 Modulacién de marcador farmacodinamico in vivo en el objetivo por ADC de cKIT

Se hicieron estudios para evaluar la capacidad del ADC de cKIT NEG085-MCC-DM1 para modular marcadores
farmacodinamicos in vivo, incluso un examen de la colocalizacién del anticuerpo NEG085 para el evento farmacodinamico
(PD) de detencién mitética en el xenoinjerto de tumor GIST T1 que expresa cKIT mutante. La meta de estos estudios fue
evaluar el grado y duracién de detencion del ciclo celular G2/M.

La acumulacién de nucleos fosfo-Histona H3 (pHH3) positivos, evaluada por inmunohistoquimica, se usé como un
marcador de la detencién G2/M. Un anticuerpo policlonal de conejo producido inmunizando animales con un fosfopéptido
sintético que corresponde a los residuos que rodean a Ser10 de histona H3 humana (pHH3) se obtuvo de Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, Cat. # 9701). Brevemente, el protocolo de IHC incluy6 calor y exposicién estandar al reactivo
de recuperacion de antigeno Ventana Cell Conditioning #1 (Ventana, Tucson, AZ). El anticuerpo primario se diluyé a 1:50
y se incub6 60 minutos a temperatura ambiente. Subsecuentemente se incubd con anticuerpo secundario anti—conejo de
cabra biotinilado de Jackson ImmunoResearch Laboratories (Cat. # 111-065-144, West Grove, PA) durante 32 minutos.
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Para evaluar los cambios de marcador PD inducidos por ADC anti—cKIT en el modelo de xenoinjerto de tumor subcutaneo
GIST TH1, a ratones SCID-beige hembras se les implanté por via subcutanea 10x108 células en una suspension que
contenia Matrigel™ al 50% (BD Biosciences) en solucién salina equilibrada de Hank. El volumen total de la inyeccion que
contenia las células en suspension era de 200 pl. Los ratones se asignaron al azar para recibir una dosis i.v. Unica de
NEG085-MCC-DM1 (5 mg/kg), control de isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (5 mg/kg) o amortiguador tris (10 mM
Tris—HCI, 80 mM NaCl, 3,5% sacarosa, 0,01% Tween 20, pH 7,5) una vez que los tumores alcanzaron entre 200 y 300
mm3 (n=3/grupo).

Consistentemente con el mecanismo de accién esperado de la carga Util de maitansinoides, NEG085—-MCC-DM1 produjo
un aumento notable dependiente del tiempo en el porcentaje de células positivas para positividad de pHH3, y por lo tanto
detencién del ciclo celular. La positividad de pHH3 alcanz6 un pico 1-2 dias posdosis con respecto a los controles tratados
con isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 o amortiguador tris, con una caida de sefial cuatro dias después del tratamiento
(imagenes representativas mostradas en la figura 46, y grafica mostrada en la figura 47).

Ejemplo 31: Eficacia in vivo de ADC anti—cKIT contra tumor estromal gastrointestinal (GIST) en ratones

La actividad antitumoral del ADC anti—cKIT NEG085-MCC-DM1 se evalué en dos modelos de xenoinjerto de tumor GIST.
Ratones SCID-beige hembras recibieron implantes por via subcutanea de 10x10°6 células que contenian Matrigel™ al
50% (BD Biosciences) en solucién salina balanceada de Hank. El volumen de inyeccion total que contenia las células en
suspension era de 200 pl.

Se muestra una fotografia representativa de la inmunotincion de cKIT en los tumores GIST T1 y GIST430 para visualizar
el patron de tincién en estos modelos de xenoinjerto (Figuras 48A y 49A, respectivamente). Un anticuerpo policlonal de
conejo producido inmunizando animales con un péptido sintético que corresponde a los aminoacidos 963 a 976 en la parte
c—terminal citopldsmica de cKIT se obtuvo de Dako (Cat. # A4502). Brevemente, el protocolo de IHC incluyé calor y
exposicion estandar al reactivo de recuperacion de antigeno Ventana Cell Conditioning #1 (Ventana, Tucson, AZ). El
anticuerpo primario se diluy6 a una concentracién de trabajo de 14 ug/mly se incub6 60 minutos a temperatura ambiente.
Subsecuentemente se incubd con anticuerpo anti—conejo conjugado con HRP previamente diluido con Ventana UltraMap
(Cat # 760—4315) durante 16 minutos.

Para el estudio de eficacia en GIST T1, los ratones se enrolaron en el estudio 18 dias después de la implantacion con un
volumen de tumor promedio de ~118 mm3—234 mm?3. Después de ser asignados aleatoriamente a uno de cinco grupos
(n = 9/grupo), se administr6 a los ratones una sola dosis i.v. de amortiguador tris (el vehiculo de ADC), un control de
isotipo no especifico IgG1-MCC-DM1 (5 mg/kg), o NEG085-MCC-DM1 (1,25, 2,5 o 5 mg/kg). Se midieron los volimenes
de tumor y pesos corporales 2 veces a la semana (figuras 48B y 48C). El IgG1-MCC-DM1 de control no fue
significativamente activo a 5 mg/kg. Los ratones tratados con NEG085-MCC-DM1 a 1,25, 2,5 y 5 mg/kg tuvieron tumores
que mostraron un porcentaje de cambio promedio del volumen de tumor en comparacion con el control tratado con
amortiguador tris (AT/AC) de 63, 11 y 12 %, respectivamente, y en la tabla 12 se da un resumen de estos datos. Los
tratamientos con NEG085—MCC—-DM1 fueron bien tolerados a todas las dosis.
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Tabla 12: Respuesta a la dosis de NEG085-MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto GIST T1 de raton el dia 38

Respuesta del tumaor Respuesta del hospedero
Cambio medio de . . .

Farmaco  |Dosis |Régimen |yolumen de Cambio medio \Cambio . .
tumor contra de volumen de [medio de Super'.rn_.re_m:m
control (AT/AC) tumor (mm3 + |peso comporal|{ Sobrevivientesitotal)
(%) ! SEM) (% = SEM)

vehiculo ] Dosisiv. |100 1132 £ 33 48+2.3 9'g

mag/kg |anica

|gG-SMCC- |5 Cosisiv. [79 848 + 281 55+1.6 /9

DK control |mgikg Janica

de isotipa

MEGDES- 1.25 |Dosisiv. |63 712 £ 225 2122 g

MCC-DM1  |mag/kg |inica

MEGDES- 25 Cosisiv. |11 128 £ 85 -0.7 £1.0 /9

MCC-DM1  |mag/kg |inica

MEGDES- 5 Daosisiv. [12 140 £ 63 16+1.2 g

MCC-DM1  |mgikg |dnica

Para el estudio de eficacia de GIST 430, los ratones se enrolaron en el estudio 12 dias después de la implantacién con
un volumen de tumor promedio de 125 mm?®—200 mm?. Después de ser asignados aleatoriamente a los grupos (n =
8/grupo), se administré a los ratones una sola dosis i.v. de amortiguador tris (el vehiculo de ADC), un control de isotipo no
especifico IgG1-MCC-DM1 (10 mg/kg), anticuerpo NEG085 no conjugado o NEG085-MCC-DM1 (2,5, 5 0 10 mg/kg). Se
midieron los volimenes de tumor y pesos corporales 2 veces a la semana (figuras 49B y 49C). El IgG1-MCC-DM1 de
control y NEGO085 no conjugado no fueron activos a 10 mg/kg. Los ratones tratados con NEG085-MCC-DM1 a 2,5y 5
mg/kg no fueron significativamente activos (AT/AC de 78% y 56%, respectivamente), ni lo fue el comparador Imatinib
(AT/AC de 47%), administrado inicialmente a 100 mg/kg con una reduccién de dosis a 80 mg/kg debido a la baja
tolerabilidad a la dosis de 100 mg/kg en los ratones SCID-beige. La dosis de 10 mg/kg fue significativamente eficaz
(AT/AC de 19%) como se muestra graficamente en la figura 49B y se resume en la tabla 13. Los tratamientos con
NEG085-MCC-DM1 fueron bien tolerados a todas las dosis.
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Tabla 13: Respuesta a la dosis de NEG085-MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto GIST430 de ratén el di

Respuesta del tumor Respuesta del hospedero

Farmaco Dosis [Régimen ICambio medio de |Cambio medio |Cambio medio Super'.rij.re_ncia .
volumen de tumor |de volumen de |de peso (Sobrevivientes/
contra control tumor (mm3x  |corporal (% +
[ATIAC) (%) SEM) SEM) [total)

Control ] Ciosisiv. [100 864 + 103 -0.3+1.3 28

vehiculo ma/kg |anica

IgG-MCC-DMA0 Dosisiv. [124 1070 x93 19+08 28

control de ma/kg |anica

isotipo

MEGO85 no |10 Ciosisiv. (B8 7o0+ 119 38+17 28

conjugado mgikg |Unica

MNEG085- 2.8 Cosisiv. (78 74 + 83 43+086 28

MCC-DRA ma/kg |anica

MNEG085- ] Ciosisiv. [56 435+ 70 F5+18 28

MCC-DRA ma/kg |anica

MNEG085- 10 Ciosisiv. [19 167 + 42 15+18 28

MCC-DRA mg/kg |Unica

Imatinib 100 |[Dos g,E'IF-‘S 47 408 + 65 1507 G5

mg/kg [Bay ©'

Ejemplo 32: Eficacia in vivo de ADC anti—cKIT contra cancer de pulmoén de célula peqgueiia en ratones

La actividad antitumoral del ADC anti—cKIT_NEG085-MCC-DM1 se evalué en el modelo de xenoinjerto de cancer de
pulmén de célula pequeiia NCI-H526. A ratones SCID-beige hembras se les implanté por via subcutanea 10x10° células
que contenian Matrigel™ al 50% (BD Biosciences) en solucion salina equilibrada de Hank. El volumen total de la inyeccién
que contenia las células en suspension era de 200 pl.

Una fotografia representativa de la inmunotincién de cKIT en el tumor NCI-H526 se muestra para visualizar el patrén de
tincién en este modelo de xenoinjerto (figura 50A). Un anticuerpo policlonal de conejo producido inmunizando a los
animales con un péptido sintético que corresponde a los aminoacidos 963 a 976 en la parte C—terminal citoplasmica de
cKIT, se obtuvo de Dako (No. de catalogo A4502). En resumen, el protocolo de IHC incluyé calor y exposicion estandar
al reactivo de recuperacion de antigenos Cell Conditioning #1 de Ventana (Ventana, Tucson, AZ). El anticuerpo primario
se diluy6 hasta una concentracién util de 14 pg/ml, y se incubé por 60 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
la incubacion con el anticuerpo anti—conejo conjugado con HRP pre—diluido UltraMap de Ventana (No. de catalogo 760—
4315) se llevo a cabo por 16 minutos.

Se enrold a los ratones en el estudio seis dias postimplante con el volumen de tumores promedio de aproximadamente
180 mm3. Después de que son asignados aleatoriamente a los grupos (n = 9/grupo), se administro a los ratones una dosis
i.v. individual de amortiguador Tris (el vehiculo de ADC), un control de isotipos no especifico IgG1-MCC-DM1 (5 mg/kg)
o NEG085-MCC-DM1 (1,25, 2,5 y 5 mg/kg). Se midieron dos veces por semana los volimenes de los tumores y los
pesos corporales (figura 50B y figura 50C). IgG1-MCC-DM1 control no fue activo. NEG085-MCC-DM1 a 1,25 mg/kg
indujo inicialmente estasis en el volumen del tumor seguida por el rebrote del tumor. Los tratamientos de 2,5 y 5 mg/kg
fueron significativamente eficaces, induciendo regresiones de los tumores (74% y 96% de regresiones, respectivamente),
y esto se muestra en la figura 50B y se resume en la tabla 14. Los tratamientos a estas dosis mostraron rebrote de los
tumores aproximadamente 3 semanas después del tratamiento individual. Todos los tratamientos de NEG085—-MCC—DM!1

99



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2701051 T3

fueron bien tolerados.

Tabla 14: Respuesta a la dosis de NEG085-MCC—-DM1 en un modelo de xenoinjerto de raton NCI-H526 el dia 19

Respuesta del tumor Respuesta del hospedero
] ] Cambio medio Cambio Cambio
Farmaco |Dosis |Régimen |de volumen Rearesién medio de medio de [Supervivencia
de tumor (o/)g volumen de |peso (sobrevivientes/
contra control |* tumor (mm3 |corporal (% |total)
(T/C) (%) + SEM) + SEM)
TBS 0 Dosis i.v. |100 - 1165159 [4.9+0.9 9/9
mg/kg |Unica
IgG1-MCC- |5 Dosis i.v. |109 - 1274 £282 [6.4+1.3 9/9
DM1 control|mg/kg |unica
de isotipo
NEGO085- |1.25 |Dosisi.v. |8 - 99 +57 -0.2+0.8 |8/9 (1 raton con un
MCC-DM1 |mg/kg |unica tumor grande fue
retirado del estudio el
dia 16)
NEGO085- |2.5 |[Dosisi.v. |- -73.96 -139+25 -1.6+£1.1 9/9
MCC-DM1  |mg/kg [Unica
NEGO085- |5 Dosis i.v. |- -95.76 -174 £ 10 38x1.5 9/9
MCC-DM1  |mg/kg [Unica

A partir de este estudio, se recolecté también suero a 1 hora, 24 horas y 5, 7, 9, 14, 21 y 28 dias posdosis para medir la
concentracion de anticuerpo/ADC con el tiempo usando un ELISA de anti-lgG1 humana y un ELISA de anti-DM,
respectivamente. Para evaluar los parametros PK, se colecté suero por medio de sangrias retro—orbitales, y se analizé
por medio de ELISA. La prueba PK de los anticuerpos totales mide la concentracion total de anticuerpos, con/sin DM1 por
ELISA colorimétrico. Las placas se recubren con anti—IlgG humana (especifico del Fc), y la deteccién es con anti—-IgG
humana—HRP antes de que sea leida en un lector de placas apropiado. La prueba PK del conjugado mide el anticuerpo
que es unido a por lo menos una (1) molécula de DM1 por ELISA colorimétrico. En este formato, las placas son recubiertas
con anticuerpo anti-maitansina, y detectadas con anti-lgG humana—HRP. La eficacia dependiente de la dosis en este
estudio con NEG085-MCC-DM1 se correlaciond con una exposicion al suero, dependiente de la dosis, del anticuerpo
total y ADC, como es medido por ELISA del anticuerpo anti—total y anti-maitansina (figura 51A y figura 51B,
respectivamente).

Ejemplo 33: Eficacia in vivo de ADC anti—cKIT contra la leucemia mielégena aguda en ratones

La actividad antitumoral de ADC anti—cKIT NEG085-MCC-DM1 se evalué en el modelo de xenoinjerto de AML (leucemia
miel6gena aguda) primaria sistémica HAMLX5343 establecido en Novartis. Se implant6 sistémicamente a ratones NSG
hembras (por medio de inyeccién en la vena de la cola) con 5x10° células en solucidn salina amortiguadora de fosfato. El
volumen de inyeccion total que contenia células en suspension fue de 200 pl.

Se enrolé a los ratones en el estudio 43 dias posimplante con la carga leucémica promedio de aproximadamente 14,8%
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) positivas para CD45. Después de que son asignados aleatoriamente
a los grupos (n = 6/grupo), se dejé a los ratones sin tratar o se les administré intraperitonealmente ARA-C (citarabina)
diariamente por 6 dias, 0 NEG085-MCC-DM1 (10 mg/kg) via intravenosa una vez cada dos semanas. La carga leucémica
se midi6 por citometria de flujo. Semanalmente, se colecté sangre de todos los animales de estudio por medio de la cola.
Los eritrocitos fueron lisados, y las PMBC restantes se tifieron con un anticuerpo anti-hCD45 (eBioscience, San Diego
CA, No. de catalogo P/N 17-9459-42). Las células tefiidas se analizaron en un citémetro de flujo FACS Canto (BD
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Biosciences) (figura 52A). Se midieron los pesos corporales dos veces por semana (figura 52B). La ARA-C, mientras que
es eficaz en tres de los animales, fue altamente téxica, causando >20% de pérdida de peso corporal en los otros tres
animales. El tratamiento de NEG085-MCC-DM1 a 10 mg/kg resultd en progresion retardada de los tumores, incluyendo
una breve regresién después de la segunda dosis (figura 52A). El tratamiento de NEG085-MCC-DM1 fue
significativamente eficaz en comparacién con el control no tratado como se muestra en la figura 52 y en la tabla 15. Los
tratamientos de NEG085—-MCC-DM1 fueron bien tolerados (figura 52B).

Tabla 15: NEG085-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto de AML primaria sistémica HAMLX5343 el dia 71

Respuesta del tumor Respuesta del hospedero

Cambio Cambio Cambio

medio de medio de medio de Supervivencia
Farmaco |Dosis|Regimen volumen de |Regresion ;Ileruc:rr‘?;, de gsf:oral (Sobrevivientes/

tumor contral(%) PBMC CD45 |(desde el

z:;;nrol (T'C) positivas + |dia 67, % * total)
° SEM) SEM)
No tratado |0 N/A 100 - 77.3+1.7 1.7+1.8 6/6

mg/kg

ARA-C 50 c/dx 6 -52.5% -6.6 £2.1 23+23 3/6 (3 ratones no
(citarabina)lmg/kg|dias, i.p. toleraron el tratamiento
y se retiraron del
estudio después de 6
dias de dosificacién)

NEGO085- |10 c/2 48.3 - 374+54 1.8+1.6 6/6
MCC-DM1 [mg/kg|semanas,
i.v.

Ejemplo 34. NEG085—MCC-DM1 en la terapia de combinacion

Se puso a prueba a NEG085-MCC-DM1 en combinacién con inhibidores de pequefia molécula usando diferentes
matrices de dosis. La inhibicién relativa de la viabilidad de las células se calcul6 para cada combinacion de dosis. Mediante
el uso del software Chalice (Zalicus, Cambridge MA) o la aplicacién ComboExplorer (Novartis, Basel CH), la respuesta de
la combinacién se comparé con sus agentes individuales, contra el modelo de Loewe ampliamente usado para la aditividad
de la dosis de farmaco consigo misma (Lehar et al. Nat. Biotechnol. (2009) 27: 659—666; Zimmermann et al., Drug Discov.
Today (2007) 12: 34-42). El exceso de inhibicion comparado con la aditividad puede graficarse como un diagrama de
matriz de dosis completa para visualizar las concentraciones de farmaco en donde ocurren sinergias. Las combinaciones
sinérgicas produjeron regiones de exceso de inhibicién dentro de la matriz de dosis. La tabla 16 muestra los datos de
varias combinaciones de NEG085-MCC-DM1. Se encontré “aditividad” cuando la combinacién generé la misma inhibicién
de la respuesta de la viabilidad de las células cuando se comparé con la respuesta con el agente individual por si mismo.
Se indic6 “sinergia” cuando la inhibicién de la viabilidad de las células fue mayor que la respuesta del agente individual
comparado consigo mismo. En forma alternativa, se indicé “aditividad” con una puntuacién de Loewe de menos de 5, y
se indico “sinergia” con una puntuacion de Loewe de mas de 5.

La viabilidad de las células se determin6 midiendo el contenido de ATP celular usando la prueba de luminiscencia CellTiter
Glo (Promega, Madison WI). Un dia antes de la adicién del farmaco, se sembraron 250-500 células GIST de 2 diferentes
lineas de células en placas de 384 cavidades (Greiner, Monroe, NC) en 20 ul de medio de crecimiento. Las células
GIST430 contienen una doble mutacién en cKIT, que hace que sean parcialmente resistentes a Glivec® (Imatinib). Las
células GIST882 tienen una mutacion individual en cKIT, y son sensibles a Glivec® (Imatinib). Las células se incubaron
entonces por 120 h con varias concentraciones de NEG085-MCC-DM1 como un agente individual, compuestos de agente
individual o combinaciones de NEG085-MCC-DM1/compuesto antes de que se afadiera el reactivo CellTiter Glo a cada
cavidad, y se registr6 la luminiscencia en un lector de placas Envision (Perkin Elmer, Waltham MA). Se usaron los valores
de luminiscencia para calcular la inhibicion de la viabilidad de las células respecto de las células tratadas con DMSO (0%
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de inhibicién).
Tabla 16
Blanco del NEG085-MCC- Estructura Linea Linea
compuesto DM1 en celular celular
combinacion GIST430 GIST882
con:
RTKi Glivec® Imatinib Sinergia Aditividad
RTKi Sutent® Sunitinib Aditividad Aditividad
AP NVP-LCL161 | Sinergia Sinergia
n, _NH
o HN /E‘o
== 8 0. -
[ I L A
\_1\_\/”! "":"_-S\I S Jﬁ\ ]
: --""’:\ P N. -
J,J,r N N !
o} H \_J
PI3K fam. NVP-BEZ235 Aditividad Sinergia
N.
N
L | o
= '“r"'N i s N—4
I&_/%/ﬂ\ v/“\\:QI/{r‘%lu N
P \N.g_:
pan PI3Ki NVP-BKM120 0, Aditividad Sinergia
e
FLF A "
I
E e N “‘\I
A k/O
HNT N
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Blanco del NEG085-MCC- Estructura Linea Linea
compuesto DM1 en celular celular
combinaciéon GIST430 GIST882
con:
PI3K NVP-BYL719 Sinergia Sinergia
N H \
— -Z;\__/N \ N’ l\‘
\ N
= 07 "NH,
A\ ',) F
N .__;:'/' ‘.‘ P F
\\\/ ~F
III ,
mTOR (cat.) NVP-CCG168 o Aditividad Aditividad
L),
E "“l\/i“‘?rq
HO™ SN X - NC)‘“NjJ\N P
~ |\ .//'J W L-\ -
(@) i W -
mTOR: (allo.) Afinitor® Everolimus Sinergia Sinergia
HSP90i NVP-HSP990 Aditividad Aditividad
JAK2 NVP-BVB808 Aditividad Aditividad
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En resumen, los anticuerpos anti—cKIT descritos en la presente tienen efectos sinérgicos cuando se usan en combinacién
con otras moléculas, lo cual lleva a mas opciones de tratamiento. Por ejemplo, NEG085-MCC-DM1 puede co—
administrarse con un inhibitor de IAP (por ejemplo, NVP-LCL161) como una terapia para obtener un efecto sinérgico.

Ejemplo 35. Mapeo de epitopos de NEG085

Protedlisis limitada in situ

Se obtuvo la proteina de dominio extracelular (ECD) cKIT humana (cédigo de registro NM_000222, dominio 1 (D1)—
dominio 3 (D3), con los residuos Q26-G311 (N130S, N145S — estos cambios resultan en deficiencia de glucosilacion,
para expresar la proteina en una forma libre de glucanos). Se mezclaron relaciones molares iguales de cKIT humana D1—
D3 ECD y NEGO085 Fab, y se sometieron a un paso final de filtraciéon en gel equilibradas con Tris—HCI 20 mM pH 7,5y
NaCl 100 mM, y se concentraron hasta 20 mg/ml. Se afadi6 tripsina a la muestra de cristalizacion del complejo de
proteinas para crear una dilucién de 1:100 p/p. La mezcla de proteasa/muestra se incubd a temperatura ambiente por 30
minutos antes de preparar el experimento de cristalizacién.

Cristalizacion

Se obtuvieron cristales de difraccion del complejo de cKIT ECD/NEGO085 Fab directamente de Protein Complex Suite F5
(NaCl 0,1M, Tris 0,1M pH 8,0, PEG 8% 20 k; Qiagen) a 4 °C y, después de optimizacién menor, llevé a cristales que
difractan internamente a 5 A. Los cristales usados para la recoleccién de datos se desarrollaron a 4 °C equilibrando
volumenes iguales de proteina (20 mg/mL) y solucion de depésito (NaCl 0,1M, Tris 0,1M pH 8,0, PEG 10% 20k) por el
método de difusién de vapor por asentamiento de una gota. Antes de la recoleccién de los datos, los cristales fueron
crioprotegidos en solucion de depdsito que contenia glicerol 30% y enfriados instantaneamente en nitrogeno liquido.

Recoleccién de datos

Se recolectaron los datos de un cristal individual enfriado hasta 100°K usando un detector ADSC QUANTUM 315 (ADSC,
Poway CA) y radiacion sincrotronica (A=1.0000A) en la linea del haz 5.0.2 de la fuente de luz avanzada. Los cristales de
cKIT ECD/NEGO085 Fab difractaron hasta resolucion de 3.1 Ay pertenecieron al grupo espacial G2 con los parametros de
células individuales a=213.76 A, b=117.48 A, c=171.92 A, a=90°, B=118.47°, y=90°. El cristal contiene cuatro copias del
complejo cKIT ECD/NEGO085 Fab en la unidad asimétrica con un contenido de disolvente calculado de 66%. Los datos se
procesaron usando autoPROC (Global Phasing Ltd, Cambridge Reino Unido).

Determinacién y refinamiento de la estructura

La estructura del complejo cKIT ECD/NEGO085 Fab se resolvié a resolucién de 3.1 A por reemplazo molecular con
PHASER (McCoy et al., J. Appl. Crystallogr. 2007; 40(4): 658—74) usando la estructura de cristal publicada de cKIT ECD
(cédigo de ID del PDB: 2EC8) (Yuzawa et al., Cell 2007; 130 (2):323-34) e integrina Fab anti—a1B11 (cédigo de ID del
PDB: 1MHP) (Karpusas et al., J. Mol. Biol. 2003; 327 (5): 1031—-41) como modelos de partida. Los bucles de CDR del
fragmento NEGO085 Fab se reconstruyeron manualmente en COOT (Emsley y Cowtan, Acta Crystallogr. D. Biol.
Crystallogr. 2004; 60 (12): 2126—32) usando material mixto de union simulada omit map implementado en Phenix (Adams
et al., Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 2010; 66(2): 213-21). Rondas subsiguientes de construccion y refinamiento
del modelo con el programa Phenix.refine, se llevaron a cabo hasta convergencia.

Resultados: Estructura del cKIT D1—D2 humano en complejo con el fragmento Fab de NEG085

La coestructura de cKIT D1-D3/NEG085 Fab demuestra que NEG085 reconoce y se une al dominio distal extracelular de
la membrana de cKIT interactuando especificamente con un gran nimero de residuos contenidos dentro de los dominios
1, 2 y los residuos del enlazador entre ellos. El epitopo de cKIT reconocido por NEG085, puede definirse por lo tanto
como:

Residuos del dominio 1 de cKIT: R49, V50

Residuos del dominio 2 de cKIT: Q152, G153, H185 y bucle Q190-E198

Enlazador entre el dominio 1y 2: D113-L117

NEGO085 se une a cKIT D1-D2 usando todas las CDR (H1-H3 y L1-L3) (figura 53). La figura 53 es una representacion
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de la estructura de cristal de 3.1 A del complejo de kit D1-D2/NEG085 Fab, que muestra los dominios de las cadenas
pesadas de Fab (gris oscuro), cadenas ligeras de Fab (blanco) y Kit D1-D2 (gris claro). Los epitopos y paratopos se
colorearon de negro. La interfaz NEGO085/cKIT entierra un total de ~ 1890 A2 de area de superficie accesible al disolvente
(1211 A2 y 679 A2 de la cadena H y la cadena L, respectivamente). El epitopo esta centrado en la region del enlazador
de cKITD1-D2D113-L117 (SEQ ID NO. 163) y el bucle Q190—-E198 (SEQ ID NO. 164), y estos residuos estan en negritas
y subrayados en la tabla 2, SEQ ID NO. 155. Se observa que estos epitopos son discontinuos en la secuencia primaria,
pero estan muy cerca juntos en la estructura de cristal. Estas interacciones de epitopos son suplementadas por
interacciones periféricas con R49, V50, Q152, G153 y H185 (figura 53). Las interacciones intermoleculares entre cKIT
D1-D2 y NEG085 Fab se examinaron usando PISA (Interfaces, Superficies y Ensambles de Proteinas) (Krissinel y
Henrick, J. Mol. Biol. 2007, 372(3): 774—-97). Estos datos se muestran en la tabla 17.

La superposicion de cKIT en el complejo de sefalizacion dimérico cKIT/SCF (Yuzawa et al., Cell 2007; 130 (2); 323—-34)
y el complejo cKIT/NEGO085, muestra que NEG085 y SCF parecen no competir entre si por la unién a cKIT. NEG085 se
une a un epitopo que es distinto de los epitopos de unién responsables de la unién a SCF. Por lo tanto, la unién de
NEGO085 a cKIT no competiria directamente por la asociacion para SCF.

Tabla 17

Cadena L NEG085 Kit D1-D2 Distancia (A)
Enlaces de hidrégeno y puentes de sal

Ser31 0oG Arg49 NH2 3.6
Tyr32 OH GIn190 NE2 25
Arg53 NH2 Asp113 | OD1 3.2
Gly91 0 Lys193 | Nz 2.9
Arg92 NH1 Glu191 OE2 3.0
Arg92 NH1 Glu191 OE+ 3.1
Arg92 O Lys193 | Nz 3.1
Leu94 N Lys193 NZ 3.5
Trp95 Lys193 Cation-pi

contactos de van der Waals

Tyr50 Pro114
Tyr53 Val50, Pro114
Arg93 Lys193
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cadena H NEG085 Kit D1-D2 Distancia (A)
Enlaces de hidrégeno y puentes de sal

Tyr33 OH Ser194 | N 3.1
Tyr33 OH Seri94 | O 2.4
Asn52 ND2 Ser194 | OG 3.2
Tyr59 OH Gly1t92 | O 3.2
Tyr59 OH Ser194 N 3.1
Tyr101 OH Glu198 | OE2 2.6
Gly103 @) Leu117 3.4
Gly103 Leu196 3.0
Thr105 N Pro114 29
Trp107 NE1 GIn190 | OEf 3.1
Trp107 NE1 Lys193 Cation-pi
contactos de van der Waals

Tyr53 Leu196

Pro54 GIn152, Gly153

Ser57 Ser194

Tyr59 Lys193

Tyr102 His185, Leu196, Ser197, Lys199
Thr104 Pro114

Thr105 Pro114, GIn190

Tyr106 Pro114, Ala115

Trp107 Ser194, Val195

Los residuos de VH y VL de NEG085 Fab se enumeran con base en su secuencia de aminoéacidos lineal. Los residuos de
cKIT se enumeran con base en el codigo de registro NM_000222. Las interacciones intermoleculares se examinaron
usando PISA (Interfaces, Superficies y Ensambles de Proteinas) (Krissinel y Henrick, J. Mol. Biol. 2007, 372(3): 774-97).

106



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2701051 T3

REIVINDICACIONES
1. Un conjugado de anticuerpo—farmaco de la férmula:
Ab—(L=(D)m)n,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende:

(i) una region variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 (CDR- Region Determinante de
Complementariedad) de SEQ ID NO: 76, (b) una HCDR2 de SEQ ID NO: 77, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 78; y una
regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de SEQ ID NO: 85, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 86,
y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 87;

(i) una regién variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 22, (b) una HCDR2 de SEQ ID
NO: 23, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 24; y una regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 31, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 32, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 33;

(iii) una region variable de cadena pesada que comprende (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 130, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 131, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 132; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1
de SEQ ID NO: 139, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 140, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 141;

(iv) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 58, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 59, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 60; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 67, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 68, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 69;

(v) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 40, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 41, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 42; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 49, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 50, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 51;

(vi) una region variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 94, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 95, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 96; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 103, (d) una LCDR2 de SEQ ID NO: 104, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 105;

(vii) una regién variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 112, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 113, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 114; y una region variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1
de SEQ ID NO: 121, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 122, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 123; 0

(viii) una regioén variable de cadena pesada que comprende: (a) una HCDR1 de SEQ ID NO: 3, (b) una HCDR2 de SEQ
ID NO: 4, (c) una HCDR3 de SEQ ID NO: 5; y una regién variable de cadena ligera que comprende: (d) una LCDR1 de
SEQ ID NO: 12, (e) una LCDR2 de SEQ ID NO: 13, y (f) una LCDR3 de SEQ ID NO: 14.

L es un enlazador;

D es un maitansinoide;

mes un enterode 1a8;y

nesunenterode 1a10.

2. El conjugado anticuerpo—farmaco de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho n es 3 6 4.

3. El conjugado anticuerpo—farmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano
modificado por ingenieria, un anticuerpo humano, un anticuerpo de cadena simple (scFv) o un fragmento de anticuerpo.

4. El conjugado anticuerpo—farmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dicho enlazador (L)
se selecciona del grupo que consiste en un enlazador escindible, un enlazador no escindible, un enlazador hidréfilo, un
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enlazador procargado y un enlazador a base de acido dicarboxilico.

5. El conjugado anticuerpo—farmaco de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el enlazador se deriva de un reactivo
de entrelazamiento seleccionado del grupo que consiste en N—succinimidil-3—(2—piridilditio)propionato (SPDP), N-—
succinimidil-4—(2—piridilditio)pentanoato (SPP), N—succinimidil-4—(2—piridilditio)butanoato (SPDB), N-succinimidil-4—(2—
piridilditio)2—sulfo—butanoato (sulfo—SPDB), N-succinimidil-yodoacetato (SIA), N—succinimidil(4—
yodoacetillaminobenzoato (SIAB), maleimida—PEG-NHS, N-succinimidil-4—(maleimidometil)—ciclohexancarboxilato
(SMCC), N-sulfosuccinimidil-4—(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (sulfo-SMCC), o 2,5-dioxopirrolidin—1—il-17—
(2,5—dioxo—-2,5—dihidro—1H-pirrol-1-il)-5,8,11,14—tetraoxo—4,7,10,13—tetraazaheptadecan—1-oato (CX1-1).

6. El conjugado anticuerpo—farmaco de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicho enlazador se deriva del reactivo
de entrelazamiento N—succinimidil-4—(maleimidometil) ciclohexancarboxilato (SMCC).

7. El conjugado anticuerpo—farmaco de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
maitansinoide es N(2')—desacetil-N(2")—(3—mercapto—1—oxopropil-maitansina (DM1) o N(2)—desacetil-N2—(4—
mercapto—4—metil-1—oxopentil)-maitansina (DM4).

8. El conjugado anticuerpo—farmaco de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en combinacién con otro agente
terapéutico.

9. El conjugado anticuerpo—farmaco de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en combinacién con un agente
terapéutico indicado en la tabla 16.

10. Una composicion farmacéutica que comprende el conjugado anticuerpo—farmaco de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 y un portador farmacéuticamente aceptable.
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FIGURA 3

Sensibilidad al ADC de c-Kit por indicacion
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FIGURA 4

Actividad del ADC de c-Kit sobre células GIST T1
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FIGURA 5

Actividad del ADC de c-Kit scbre células GIST 430
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FIGURA 6

Actividad del ADC de c-Kit sobre células NCI-H526 (cancer de pulmén de célula
peguefia (SCLCY)
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FIGURA 7

Actividad del ADC de c-Kit sobre células NCI-H1048

Actividad del ADC sobre células NCI-H1048

120%
100% |
[=]
=}
o
B 80% |
E e gG-MCC-DM1
T e —a—NEG024-MCC-DM1
‘g’ ——NEG085-MCC-DM1
s —e—NEGO86-MCC-DM1
o 40% | e NEGO87-MCC_DM1
E — =20376-MCC-DM1
=
20% |
0% -
000001 00001 0001 001 0.1 1 10 100

ADC [nM]

115



ES 2701051 T3

FIGURA 8

Actividad del ADC de c-Kit scbre células CMK-11-5

Actividad del ADC sobre CMK-11-5
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FIGURA 9

Actividad del ADC de c-Kit sobre células Uke-1

Actividad del ADC sobre Uke-1
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Mapeo de la unién de anti-c-Kit al c—kit receptor
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FIGURA 15

Actividad de NEGO85, NEG0O24 20376 en los ensayos de proliferacién en la linea celular

dependiente de SCF. Mo7e

Actividad de Ab y ADC sobre la proliferacion dependiente de SCF
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FIGURA 16

Actividad de NEGQ85 en los ensayos de proliferacion en la linea celular Mo7e, tratada con GM-
CSF

Efecto del Ab y ADC sobre la proliferacion dependiente de GM-CSF en células Mo7e
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FIGURA 17

NEGQ085 y 20376 ho median ADCC in vifro
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FIGURA 18

Los anticuerpos cKIT no producen apoptosis de mastocitos primarios humanos
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FIGURA 19

MNEGOBS v 20376 no median la desgranulacion de mastocitos en mastocitos primarios humanos
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FIGURA 20A

Colocalizacién de 1dG1 y detencion mitética de NEGO27-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto

GIST T1

FIGURA 20B
P-Histona H3
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FIGURA 22

Detencion mitdtica e induccion de apoptosis 8 dias después de una dosis Unica de ADC de cKIT
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FIGURA 23

(A) Eficacia de la respuesta a la dosis eh el xenoinjerto de ratén GIST T1
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FIGURA 24

(A) ELISA anti-DM1 después de la administracién de dosis en un modelo de xenoinjerto
GISTT1
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(B) ELISA anti-lgG1 humana después de la administracién de dosis en un modelo de

xenoinjerto GIST T1
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FIGURA 26A

Eficacia de la respuesta a la dosis de NEG027-MMC-DM1 en GIST T1

Tumores reunidos en el grupo 4

FIGURA 26B
Eficacia de la respuesta a la dosis de NEG027-MMC-DM1 en GIST T1

Tumores reunidos en el grupo 5
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FIGURA 27
(A) Eficacia con 0.625 ma/kg en un modelo de xenginjerto de ratén GIST T1
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FIGURA 28

Dia 41 después de la administracion de una sola dosis de ADC anti-ckIT a un ratdn de

xenoinjerto GIST T1

Voliimenes de tumor el dia 41
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Conc. total anticuerpo en suero (ng/ml)

ES 2701051 T3

FIGURA 35

(A) Eficacia de 20376 y NEG024 en el modelo de xencinjerto de raton NCI-H526 (SCLC)

NEGO024-MCC-DIM1 5 mgkg'
NEGO24-MCC-DMT 10 my'kg*

{} Vehiculo
2000 - - 190G 1-MCC-DM1 10m0'kg
= 20376-MCC-DIM1 10 mg'kg
@~ NEGO24MCC-DM1 25mgkg”
1500 4 -
-

1000 4

Volumen de tumor {mnt'), media #SEM

04
0 A 20 40 60 80
Administracion Dias postimplante
de |a dosis

(B) Concentracion de anticuerpo en el suerc después de la administracién

1000000y - Total - NEG024-MCC-DM1 10 mglkg

= Total - 20376-MCC-DM1 10 mglky
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1000 T T T T 1
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{C) IHC para c-Kit muestra la expresion de los niveles de cKIT sobre tumor H526

IHC cKIT sobre tumor H526
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FIGURA 37

Eficacia en un modelo de xenoinjerto AML (Kasumi-1)

1500-

== Vehiculo i.v., dosis 1x

9 19GDW, 1 dosis i.v., 10mgrky
“E - 9P3-DMM, 1 dosis i.v., 10mg/kg
E 1 4 9p3-DM4, 1 dosis i.v., Smgrkg
£ 9P3-DMA4, 1 dosis i.v., Tmg/kg
e
29 * Dosis
c
£
3 500+
S
>

} kekkd
0
0 f 5 10 15

Dias postratamiento

Grupos de control contra tratamiento: Se midieron diferencias significativas usando ANOVA

unidireccional, prueba de comparacion multiple de Tukey postprueba, {(***p<0.0001)
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FIGURA 38

Eficacia en un modelo de xenoinjerto de ratén de mastocitosis HMC-1

1500+
=& Vehiculo 200 pl i.v., dosis 1x

.. 9P3-DMA1, dosis i.v. 1x, 10mg/kg
_' 9P3-DM4, dosis i.v. 1x, 10mg/kg

f Dosis

1000+

Volumen de tumor +SEM

500+

}*

0? 10 20 30 40

0

Dias postimplante

Grupos de control contra tratamiento: Se midieron diferencias significativas usando ANOVA

unidireccional, prueba de comparacion maltiple de Tukey postprueba, (*p<0.05)
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FIGURA 39

Eficacia de 20376-MCC-DM1 reactivo cruzadamente en ratén en el modelo de xenoinjerto de

ratén GIST

A- Dosificacion y volumen del tumor

Volumen de tumor (mm®), media £SEM
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-~ 20376-MCC-DM1 2.5 mg/kg*
- 20376-MCC-DM1 5 mg/kg*
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B- Cambio en el peso corporal durante el curso del tratamiento

Cambio en el peso corporal (%)
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FIGURA 40

(A) Eficacia de 20376-MCC-DM1 reactivo cruzadamente en ratén en el modelo de
xenoinjerto de ratén GIST T1- PK

& 20376-MCC-DM1 05625 mg/kg
1000000 - 20376.MCC-DM1 25 mgkg

£ - 20376.MCC-DM1 5 mgkg
£ 100000 <~ 20376-MCC.DM1 10 mg’kg
g -+ NEG085-MCC-DM10.625mg’kg
3

; 10000

5

8 1000

<L

o

g 100

Q A T T T L

—
Fags
-
-
=2

“ 21

Dias postdosis

(B) Concentracion de anticuerpo en el suerc después de la administracién
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FIGURA 42
(A) Eficacia en el modelo de xenoinjerto de ratén GIST T1 (sin eficacia si no esta

conjugado)
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FIGURA 44

(A) Eficacia en un modelo de xenocinjerto GIST 430 gue compara SPDB-DM4 v MCC-DM1
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(B) Cambio en el peso corporal durante el curso del tratamiento
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FIGURA 47

Detencion mitdtica (p-histona H3) 10 dias después de una dosis Unica del ADC de cKIT
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FIGURA 48A

La IHC para cKIT muestra la expresion de los niveles de cKIT sobre el tumor GIST T1

FIGURA 48B

Respuesta a la dosis de NEGO85-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto GIST T1
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FIGURA 48C

Cambio del peso corporal durante el curso del tratamiento con NEG0O85-MCC-DM 1
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FIGURA 43A
La IHC para cKIT muestra la expresién de [0s niveles de cKIT sobre el tumor GIST430

FIGURA 49B

Respuesta a la dosis de NEG085-MCC-DM 1 en el modelo de xenoinjerto GIST 430
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FIGURA 49C
Cambio del peso corporal durante el curso del tratamiento con NEG085-MCC-DM1
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FIGURA 50A

La [HC para cKIT muestra la expresién de los niveles de cKIT sobre el tumor NCI-H526
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FIGURA 50B

Respuesta a la dosis de NEGO85-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto NCI-H526 (SCLC)

—[}— Vehiculo —— NEGOB5-MCC-DM1 1.25mg/kg
—&— IgG1-MMC-DM1 5mg/kg —B— NEGOBS-MCC-DM1 25mg/kg*
—@— NEGOB5-MCC-DM1 5mg/kg*

2000

1500

1000 —

media +SEM

500 —

Volumen del tumor (mm?®)

0 *p < 0.05, ANOVA, Método de Dunn
I I | I I | I 1

9 1015 20 25 30 35 40 45

Administracion Dias postimplante
de la dosis

160



ES 2701051 T3

FIGURA 50C

Cambio del peso corporal durante el curso del tratamiento con NEGO85-MCC-DM1
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FIGURA 51

(A) ELISA anti-lgG1 humana después de la administracion en un modelo de injerto
NCI-H526
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(B) ELISA anti-DM1 después de la administracion en un medele de xenoinjerte
NCI-H526
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