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DESCRIPCION
Conjugados de anticuerpo y farmaco especificos de AXL para el tratamiento del cancer
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a conjugados de anticuerpo y farmaco (CAF) que se unen a la AXL humana para su
uso con fines terapéuticos, en particular para el tratamiento del melanoma junto con al menos un agente terapéutico.

Antecedentes de la invencion

La AXL es una proteina transmembrana de 104-140 kDa que pertenece a la subfamilia TAM ( Tyro-Axi-Mer) de Tirosina
Cinasas Receptoras (RTK, Receptor Tyrosine Kinases) de mamifero y que tiene capacidades transformadoras
(Paccez et al., 2014). Se ha notificado una expresién aumentada o de novo de AXL en diversos tipos de cancer,
incluido el cancer gastrico, de prostata, de ovario y pulmén (Paccez et al., 2014). Cabe destacar que, varios tipos de
cancer con resistencia a inhibidores de tirosina cinasa, a inhibidores de serina/treonina cinasa y/o a la quimioterapia,
han mostrado una expresién aumentada o de novo de la proteina AXL (Wilson et al., 2014; Brand et al., 2015; Zhang
et al., 2012; Blakely et al., 2012). En particular, células de melanoma resistentes a inhibidores de las serina/treonina
cinasas B-raf (BRAF), MEK y ERK (siendo MEK también una tirosina cinasa), mostraron expresion de AXL aumentada
o de novo (Muller et al., 2014; Konieczkowski et al., 2014). BRAF, MEK y ERK forman parte de la via de las proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK, siglas del inglés). La mayoria de los melanomas malignos llevan mutaciones
oncogénicas en BRAF o NRAS, lo que puede dar lugar a una via de MAPK constitutivamente activa (Sullivan et a/,,
2018).

El dominio extracelular de AXL se compone de una combinacién de dos dominios aminoterminales de tipo
inmunoglobulina (Ig) (dominios Ig1 e 1g2) distales a la membrana y dos repeticiones de fibronectina de tipo Il (FNIII)
proximales a la membrana (dominios FN1 y FN2) (Paccez et al., 2014). AXL puede activarse después de unirse a su
ligando, el factor 6 especifico de la detencién del crecimiento (Gas6, growth arrest-specific factor 6) dependiente de la
vitamina K. La unién de Gas6 a AXL conduce a la dimerizacién, autofosforilacién y posterior activacién de vias de
sefializacién intracelular de AXL, tales como las cascadas de PI3K/AKT, de la proteina cinasa activada por mitégeno
(MAPK), STAT y NF-kB (Leconet et al., 2013). En las células cancerosas, la expresion de AXL se ha asociado a la
motilidad, invasién, migracién de las células tumorales, y esta implicada en la transicién epitelio-mesénquima (EMT,
epithelial-to-mesenchymal) (Linger et al., 2010). Se han descrito anticuerpos contra AXL que atenuan el crecimiento
de xenoinjertos de NSCLC y de cancer de mama in vivo a través de la regulacidén por disminucién de la expresion del
receptor, reduciendo la proliferaciéon de células tumorales e induciendo la apoptosis (Li et a/., 2009; Ye et al., 2010;
documento WO 2011/159980, Genentech). También se han descrito otros anticuerpos contra AXL (Leconet et al,,
2013; lida et al., 2014; documento WO 2012/175691, INSERM; documento WO 2012/175692, INSERM; documento
WO 2013/064685, Pierre Fabre Medicaments; documento WO 2013/090776, INSERM; documento WO 2009/063965,
Chugai Pharmaceuticals, documentos WO 2010/131733 y WO 2016/005593), incluido un CAF basado en un
anticuerpo contra AXL y un dimero de pirrolobenzo-diazepina (PBD) (documento WO 2014/174111, Pierre Fabre
Medicament y Spirogen Sarl).

Breij et al., American Association of cancer research, resumen, paginas 1-2, 2015, describen el uso de conjugados de
anticuerpo y farmaco (CAF) contra Axl para tratar el cancer de pulmén y el carcinoma epidermoide. Los anticuerpos
contra Axl se conjugaron con MMAE (monometilauristatina E).

Breij et al., Journal of clinical oncology, vol. 33, paginas 1-2, resumen 2015, describen el uso de CAF contra Axl
conjugado con MMAE destruyendo eficazmente células de céncer de pulmén in vivo.

En el documento WO 2014/068139 se describen los anticuerpos 1003A2 y 1024G11 contra Axl y su conjugacién con
saporina para destruir diversas lineas de células tumorales.

En el documento WO 2016/005593 se describen anticuerpos inhibidores contra Axl que inhiben el crecimiento tumoral
y no compiten con el ligando GAS6 para unirse a Axl y su uso como CAF con MMAE para eliminar varios tipos de
cancer in vivo, tales como cancer de mama, cancer de pulmén, carcinoma cervicouterino, cancer de eséfago,
carcinoma epidermoide y cancer de pancreas.

En el documento WO 2015/193430 se describen anticuerpos contra Axl y CAF de los mismos, para su uso en el
tratamiento de canceres tales como melanomas junto con otros quimioterapicos, tal como sorafenib.

Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de perfeccionar los métodos basados en CAF contra AXL para el
tratamiento del melanoma, en particular en vista de la resistencia a los inhibidores de MAPK.

Sumario de la invencién

El(los) presente(s) inventor(es) ha(n) descubierto que los CAF basados en anticuerpos contra AXL (también
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denominados en el presente documento "CAF-AXL") pueden usarse para tratar eficazmente el melanoma junto con
uno o mas inhibidores de la via MAPK.

Por tanto, en un aspecto, la invencidn se refiere a un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana,
para su uso en el tratamiento de un melanoma junto con uno o més inhibidores de la via MAPK, seleccionado de un
inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK, un inhibidor de ERK, o una combinacién de dos o mas de los mismos. EI CAF
y el uno o mas inhibidores pueden, por ejemplo, administrarse de manera simultanea, por separado o de manera
secuencial.

Este aspecto de la invencién y otros aspectos y realizaciones, incluido el uso de los CAF-AXL basados en anticuerpos
contra AXL caracterizados por sus propiedades de unién a antigeno o - secuencias, residuos terapéuticos adecuados
para dichos CAF, combinaciones de dichos CAF con ciertos inhibidores, y métodos relacionados para tratar el
melanoma, se describen con mas detalle a continuacién. De hecho, todos y cada uno de los aspectos o realizaciones
que se refieran a un CAF-AXL para su uso en el tratamiento del melanoma junto con uno o més inhibidores de acuerdo
con la invencién, son también aplicables como un aspecto

o realizacidén que se refiera a un método de tratamiento del melanoma mediante la administracién de un CAF-AXL y
uno o mas inhibidores, y viceversa. Asi mismo, cualquier CAF-AXL como se ha definido en cualquier aspecto o
realizacién en el presente documento, puede usarse junto con uno o mas inhibidores de la via MAPK, p. €j., inhibidores
de serina/treonina cinasa, como se describe en el presente documento.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Curvas de unién de anticuerpos contra AXL en células HEK293 transfectadas con (A) el ECD (extracellular
domain)-AXL humana (dominio extracelular de AXL humana), (B) el ECD-AXL de macaco cangrejero o (C) el ECD-
AXL de raton. Los datos mostrados son intensidades de fluorescencia media (IFM) de un experimento representativo,
como se describe en el Ejemplo 2.

Figura 2: La unién de anticuerpos contra AXL a quimeras de AXL de ratén-humano se realizé6 como se describe en el
Ejemplo 3. Se analizaron las siguientes proteinas quiméricas de AXL de Homo sapiens (hsAXL) y de AXL de Mus
musculus (mmAXL): (A) hsAXL y simulacién, (B) hsAXL-mmECD, (C) hsAXL-mmig1, (D) hsAXL-mmlg2, (E) hsAXL-
mmFN1, (F) hsAXL-mmFN2.

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

Figura 4: Caracteristicas de unién de los conjugados de anticuerpo y farmaco contra AXL (CAF-AXL). La unién de los
CAF-AXL en células HEK293T transfectadas transitoriamente con la AXL humana se determind como se describe en
el Ejemplo 5. Los datos mostrados son intensidades de fluorescencia media (IFM) de un experimento representativo.

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

Figura 6: Variantes de VH (cadena pesada) y VL (cadena ligera) de anticuerpos que permiten la unién a AXL. Se
alinearon anticuerpos con idénticas regiones VL o VH y se determinaron las diferencias de las secuencias de VH
(Figuras A-D) o de VL (Figura E), respectivamente, se identificaron e indicaron con recuadros en las figuras. Las
regiones CDR (regiones determinantes de complementariedad) se indican subrayadas.

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

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

Figura 9: Tincién inmunohistoquimica de secciones tumorales congeladas de PAXF1657 (modelo de PDX (patient-
derived xenograft, xenoinjerto derivado de un paciente) de cancer de pancreas)) usando un conjunto de anticuerpos
monoclonales contra AXL como se describe en el Ejemplo 10.

Figura 10: (A) Tamafio promedio del tumor después del tratamiento terapéutico con los CAF contra AXL el modelo
PAXF1657. Un HuMab (human monoclonal antibody, anticuerpo monoclonal humano) contra AXL no conjugado (C)y
un CAF no dirigido (D) no muestran actividad antitumoral, lo que indica que la capacidad terapéutica de los CAF contra
AXL dependia de la actividad citotéxica de MMAE y de la unién a la diana, las barras de error representan el S.E.M
(standard error of the mean, error estandar de la media).

Figura 11: La unién de los anticuerpos contra AXL a quimeras de AXL de ratén-humano se realizé6 como se describe
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en el Ejemplo 11. Se analizaron las siguientes proteinas quiméricas AXL de Homo sapiens (hsAXL) y de AXL de Mus
musculus (mmAXL): (A) hsAXL y simulacién, (B) hsAXL-mmECD, (C) hsAXL-mmig1, (D) hsAXL-mmlg2, (E) hsAXL-
mmFN1, (F) hsAXL-mmFN2.

Figura 12: Unién de Gas6 humano (hGas6) en células A431 que se habian preincubado con anticuerpos de unién al
dominio Ig1 de AXL. Los datos mostrados son intensidades de fluorescencia media (IFM) de un experimento
representativo.

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

Figura 14: Actividad antitumoral de los anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE en un modelo terapéutico de
xenoinjerto LCLC-103H, que expresa niveles bajos de Gas6 endbégeno, como se describe en el Ejemplo 13. Los
paneles Ay B muestran los resultados de 2 experimentos independientes.

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

Figura 16. Tincién con AXL en cancer tiroideo, esofagico, de ovario, de mama, de pulmdn, pancreatico, cervicouterino
y de endometrio. La intensidad de tincién promedio con AXL (DO) de las células positivas a tincion con AXL, se
representa en el eje X, y el porcentaje de células tumorales positivas a tincidén con AXL se representa en el eje Y. Cada
punto representa un nucleo tumoral, procedente de un paciente individual.

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

Figura 18. Los anticuerpos AXL se unen especificamente a AXL pero no a otros miembros de la familia de receptores
TAM. Unién de anticuerpos HuMab-AXL a células HEK293 transfectadas con AXL humana (A), MER humana (B),
TIRO3 humana (C), o a células HEK293 no transfectadas (D). Para confirmar la correcta expresiéon de las células
transfectadas, células HEK293F no transfectadas y células transfectadas con AXL (E), MER (F) o TIRO3 (G), se tifieron
con anticuerpos especificos contra MER y TIRO3. Los datos mostrados son intensidades de fluorescencia media (IFM)
de un experimento representativo, como se describe en el Ejemplo 15.

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

Figura 20. Intensidad de fluorescencia media geométrica de células LCLC-103H después de su incubacién con
anticuerpos contra AXL que habian formado un complejo con Fab-TAMRA/QSY7. Como controles negativos se
incluyeron IgG1-b12 y Fab-TAMRA/QSY?7 en solitario.

Figura 21. Expresion de AXL en lineas celulares de melanoma establecidas y en lineas de melanoma primario de bajo
pase derivadas de pacientes (PDX). (A) Se observaron niveles variables de expresién de AXL en lineas celulares de
melanoma establecidas. Se observd expresién de AXL aumentada o de novo en las lineas celulares resistentes a
PLX4720 (A375-R, SKMEL28R, SKMEL147). (B) Se observé expresiéon de AXL en 8/15 lineas de melanoma primario
derivadas de pacientes. Tanto en lineas celulares de melanoma establecidas como en cultivos de PDX de bajo pase,
la expresiéon de AXL estaba inversamente correlacionada con la expresién de MITF (melanocyte inducing transcription
factor, factor de transcripcién inductor de melanocitos).

Figura 22. Expresién de la proteina AXL en la superficie celular. Ejemplos de expresién de AXL determinada por
citometria de flujo cuantitativa en una linea celular de melanoma negativa a tincién con Axl y en otra positiva a tincién
con Axl. Los graficos en gris claro representan la tinciéon con anticuerpos especificos contra AXL, mientras que los
graficos en gris oscuro representan la tincién con el anticuerpo de control de isotipo.

Figura 23. Sensibilidad de lineas celulares de melanoma establecidas a IgG1-AXL-107-veMMAE. Lineas celulares de
melanoma (A-F; CDX) se trataron con 1gG1-AXL-107-veMMAE o con el control de isotipo CAF 1gG1-b12-veMMAE
durante 5 dias por triplicado. La viabilidad celular se evalué con un ensayo de viabilidad celular CellTiter-Glo y se
representé graficamente frente a la concentracién del CAF.

Figura 24. Sensibilidad de cultivos celulares primarios de melanoma a IgG1-AXL-107-veMMAE. Lineas celulares de
melanoma primario de bajo pase (A-C; PDX) se trataron con IgG1-AXL-107-vcMMAE o con el control de isotipo CAF
IgG1-b12-veMMAE durante 8 dias por triplicado. La viabilidad celular se evalubé con un ensayo de viabilidad celular
CellTiter-Glo y se representé graficamente frente a la concentracién del CAF.
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Figura 25. Eficacia antitumoral de IgG1-AXL-107-vcMMAE en el modelo de melanoma SKMEL147. Se muestra el
tamafio promedio del tumor después del tratamiento terapéutico con 19gG1-b12, 19G1-b12-veMMAE, 1gG1-AXL-107 o
IgG1-AXL-107-veMMAE (A). Se muestra el tamafio del tumor que se observd de los ratones tratados con IgG1-AXL-
107-veMMAE (n=2) o de los tratados de nuevo con IgG1-AXL-107-veMMAE (n=4) (B).

Figura 26. Células SKMEL28 de tipo natural (color rojo) y células SKMEL28-R resistentes a PLX4720 (color verde) se
mezclaron a una proporcién de 1:1 y se trataron con IgG1-AXL-107-veMMAE (CAF-AXL), IgG1-b12-MMAE (bl2-CAF),
PLX4720 (PLX), dabrafenib (dabr), trametinib (tram) o con las combinaciones indicadas. (A) Numero total de células
en relacién con las células no tratadas. (B) Relacién de GFP/mCherry correspondiente a la relacién de células
SKMEL28-R/SKMEL28.

Figura 27. Ejemplos de expresién de Ax| detectada mediante inmunohistoquimica en muestras de melanoma primario.
(A) Ejemplo de melanoma con intensidad de tincién con Axl positiva +++ (B) Ejemplo de melanoma con intensidad de
tincién con Axl positiva entre + y ++ (C) Ejemplo de expresion de Axl en tejidos de melanoma del mismo paciente antes
y después del tratamiento con vemurafenib; parte izquierda = antes de tratamiento con vemurafenib, intensidad de
tincién con Axl débilmente +; parte derecha = después de tratamiento con vemurafenib, intensidad de tincién con AxI
débilmente + a ++ (D) Ejemplo de expresién heterogénea de Axl con intensidad ++ dentro de tejido de melanoma
primario.

Figura 28. Efecto terapéutico de IgG1-AXL-107-veMMAE en el modelo de xenoinjerto de melanoma M0O19R, que se
describe en los Ejemplos 18 y 19. (A) Tamafio promedio del tumor después del tratamiento terapéutico con IgG1-AXL-
107-veMMAE, 19G1-b12-veMMAE o dabrafenib y trametinib. (B) Tamafio del tumor en ratones individuales el dia 33
después de la inoculacién de las células tumorales. **** p <0,0001. (C) Gréafico de Kaplan-Meyer de los grupos que
volvieron a tratarse con la combinacién de dabrafenib y trametinib (dab/tram), 1gG1-AXL-107-veMMAE, o la triple
combinacién de dab/tram y IgG1-AXL-107-veMMAE después del tratamiento inicial con dab/tram durante 30 dias,
segln se indique.

Figura 29. Efecto terapéutico de IgG1-AXL-107-veMMAE en el modelo de xenoinjerto de melanoma M0O09R, que se
describe en los Ejemplos 18 y 20. (A) Tamafio promedio del tumor después del tratamiento terapéutico con IgG1-b12-
veMMAE (CAF de control), IgG1-AXL-107-veMMAE, |gG1-b12-veMMAE mas dabrafenib y trametinib, o 19G1-AXL-
107-veMMAE mas dabrafenib y trametinib. (B) Tamafio del tumor en ratones individuales el dia 14 después del primer
tratamiento. **, p <0,01; *** p <0,001.

Figura 30. Citotoxicidad in vitro inducida por IgG1-AXL-107-veMMAE en lineas celulares de melanoma mutante-
NRAS. La induccién de citotoxicidad por los conjugados de anticuerpo y farmaco contra AXL se determiné como se
explica en el Ejemplo 21.

Figura 31. La expresién de Axl en tejidos de melanoma mutante-NRAS (melanoma causado por mutaciones en el gen
NRAS) se determindé mediante inmunohistoquimica. La puntuacién H de cada muestra se calculé en funcién del
porcentaje de células tumorales positivas a tincién con Axl y de la intensidad de la tincién (1+, 2+, 3+) de células
tumorales positivas a tincién con Axl, como se describe en el Ejemplo 22.

Divulgacién detallada de la invencién

La presente invencidn se basa, al menos en parte, en el sorprendente descubrimiento de que, en modelos tumorales
in vivo de melanoma resistente a inhibidores de BRAF, una triple combinacién de CAF-AXL, de un inhibidor de BRAF
(dabrafenib) y de un inhibidor de MEK (trametinib), fue mas eficaz que, p. ej., solo CAF-AXL, sélo la combinacién de
los inhibidores de BRAF y MEK (Ejemplo 19), o una combinacién de los inhibidores de BRAF y MEK con un CAF de
control (Ejemplo 20). Este fue el caso incluso cuando el modelo de melanoma era insensible al tratamiento con el
conjugado de anticuerpo y farmaco contra AXL (CAF-AXL) como agente Unico in vitro (a 1 pg/ml) o in vivo (Ejemplo
20). Ademas, estudios realizados in vitro de mezclas de células de melanoma sensibles a inhibidores de BRAF y
células de melanoma resistentes a un inhibidor de BRAF (PLX4720) mostraron que las combinaciones de CAF-AXLy
de un inhibidor de BRAF (PLX4720 o dabrafenib) o una combinacién triple de CAF-AXL, de inhibidor de BRAF
(dabrafenib) y de inhibidor de MEK (trametinib), erradicaron tanto las células sensibles al inhibidor de BRAF como las
resistentes al mismo (Ejemplo 17). Por Gltimo, en 9 de 10 muestras de tumores de pacientes con melanoma avanzado
con mutacién en NRAS (melanoma causado por mutaciones en el gen NRAS), se detecté expresion de AXL en al
menos un subconjunto de las células tumorales (Ejemplo 22).

Estos y otros resultados notificados en el presente documento indican que las combinaciones de CAF-AXL y de uno
o mas inhibidores de cinasas de la via MAPK, p. ej., inhibidores de cinasas tales como BRAF, MEK y ERK, son
adecuados para el tratamiento del melanoma.

Aplicaciones terapéuticas

La invencién proporciona un CAF-AXL, p. ej., HuMax-CAF-AXL (conjugado de anticuerpo y farmaco contra AXL (CAF-
AXL) completamente humanizado (HuMax), para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto junto con uno o
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mas inhibidores de la via MAPK, seleccionado de un inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK, y una combinacién de
un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK. El CAF-AXL y el inhibidor o inhibidores pueden administrarse de manera
simultédnea, por separado o de manera secuencial. Normalmente, sin embargo, se administran por separado, segln
diferentes pautas posoldgicas. En el presente documento se describen ejemplos pautas posolégicas. Sin embargo,
basandose en la presente divulgacién y en el nivel del experto en la materia, el experto, p. ej., un médico, puede
contemplar e implementar otras pautas posolégicas adecuadas.

Un "inhibidor de la via de las MAP cinasas" (via de las proteina cinasas activadas por mitégenos), "inhibidor de la via
MAPK", "un inhibidor de la via MAPK" o "inhibidor de MAPK", como se utiliza en el presente documento, se refiere a
un compuesto, normalmente un compuesto farmacéutico, que inhibe al menos una enzima de la via MAPK, causando
el bloqueo de su actividad serina/treoninaftirosina cinasa. La via MAPK es una via de sefializacién intracelular muy
conocida, que consiste en una serie de proteinas que comunican una sefial desde un receptor de tirosina cinasa en la
superficie de la célula hasta el ADN en el ndcleo de la misma. La activacién de la via implica la posterior fosforilacién
de diversas serina/treoninaftirosina cinasas. Generalmente se denominan MAPKKK (p. ej., RAF), MAPKK (p. ej., MEK)
y MAPK (p. ej., ERK). La familia de las proteina cinasas RAF incluye las serina/treonina cinasas A-RAF, B-RAF (BRAF)
y C-RAF, que comparten RAS como activador anterior (upstream) comin. MEK1 y MEK2 son cinasas de doble
especificidad, que catalizan la fosforilacion tanto de tirosina como de treonina, p. €j., en ERK1y ERK2. A su vez, ERK1
y ERK2, catalizan la fosforilacién de sustratos citoplasmaticos y nucleares. Se conocen y/o estan en fase de desarrollo
clinico, inhibidores de una o mas enzimas de la via MAPK para el tratamiento del melanoma y otras neoplasias
malignas (véase, p. €j, la Tabla 1 y las referencias citadas en ella). Los ejemplos de inhibidores de la via MAPK se
exponen en la Tabla 1, e incluyen inhibidores de las serina/treonina/tirosina cinasas BRAF, MEK y ERK.

Un "inhibidor de serina/treonina cinasa" o "S/Th KI", como se utiliza en el presente documento, se refiere a un
compuesto, normalmente un farmaco, que inhibe al menos la actividad serinaftreonina cinasa de una
serinaftreoninaftirosina cinasa tal como BRAF, MEK o ERK. Las serina/treonina cinasas son enzimas responsables de
la fosforilacién del grupo hidroxilo de un resto de serina o de treonina, una etapa que inhibe los S/Th Kl, ya sea directa
o indirectamente. La fosforilacién de las serinas o treoninas provoca la activacién de cascadas de transduccién de
sefiales intracelulares. Ejemplos de S/Th K Utiles para la terapia del cancer, y sus dianas, se muestran mas adelante
en la Tabla 1, e incluyen inhibidores de BRAF tales como vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib y anélogos
o derivados de los mismos e inhibidores de MEK tales como trametinib, cobimetinib, binimetinib, selumetinib y anélogos
y derivados de los mismos. En una realizacién, la expresién "inhibidor de serina/treonina cinasa", como se utiliza en el
presente documento, se refiere a un compuesto que inhibe especificamente la actividad de fosforilacién de proteina
de una serina/treonina cinasa, p. €j., la actividad serina/treonina quinasa de MEK, ERK, BRAF y/o de sus mutantes (p.
ej., con una mutacién V600 en el gen BRAF).

Un "inhibidor de serina/treonina/tirosina cinasa" o "S/Th/T KI" como se utiliza en el presente documento, se refiere a
un compuesto, normalmente un farmaco, que inhibe una o ambas de las actividades serina/treonina y tirosina cinasa
de una cinasa que tiene ambos tipos de actividad cinasa, tal como MEK.

Como se utiliza en el presente documento, un "inhibidor de BRAF" o "BRAFi" es un inhibidor de la actividad
serinaftreonina cinasa de BRAF humano (UniProtKB - P15056 (BRAF_HUMAN), opcionalmente también de un
mutante del misma y/o de una isoforma del mismo. En una realizacién, el inhibidor de BRAF inhibe la actividad
serinaftreonina cinasa de uno o méas mutantes de BRAF humano, tal como los que tiene una mutacién en el resto
V600, L597 o K601, tal como VB00E. Por ejemplo, un BRAFi pueden inhibir la actividad serina/treonina cinasa del
BRAFi mutante de una manera mas eficaz de la que inhiben el BRAF humano natural, siendo asi selectivos del BRAF
mutante (también denominado en el presente documento "mutBRAFi"). En otra realizacién, el inhibidor de BRAF inhibe
la actividad serina/treonina cinasa de uno o ambos de A-RAF (UniProtKB P10398 (ARAF_HUMAN)) y C-RAF
(UniProtkKB P04049 (RAF1_HUMAN)) y/o de sus mutantes (también denominado en el presente documento "inhibidor
de RAF" o "inhibidor Pan-RAF" o0 "Pan-RAFi"). En la Tabla 1 se enumeran ejemplos preferidos, pero no limitativos, de
inhibidores de BRAF.

Como se utiliza en el presente documento, un "inhibidor de MEK" o "MEKi" como se utiliza en el presente documento
es un inhibidor de al menos la actividad serina/treonina cinasa, la actividad tirosina quinasa, o ambas, de MEKI
(UniProtkB Q02750 (MP2K1_HUMAN})), MEK2 (UniProtkKB P36507 (MP2K2_HUMAN)) o ambas, y puede inhibir
también o alternativamente otras proteinas MEK, tal como MEKS (UniProtKB Q13163 (MP2K5_HUMAN)). A menos
que el contexto lo contradiga, cuando en el presente documento se hace referencia a un inhibidor de serina/treonina
cinasa o S/Th Kl de MEK, opcionalmente, el inhibidor también puede inhibir la actividad tirosina cinasa de MEK.
Preferentemente, un inhibidor de MEK inhibe la actividad serinaftreonina cinasa de MEK1, MEK2 o ambas. En la Tabla
1 se enumeran ejemplos preferidos, pero no limitativos, de inhibidores de BRAF.

Como se utiliza en el presente documento, un "inhibidor de ERK", como se utiliza en el presente documento, es un
inhibidor de la actividad serina/treonina cinasa de ERK1 [UniProtKB P27361 (MK03_HUMAN)], ERK2 (UniProtkB
P28482 (MKO1_HUMAN)) o de ambas. Un inhibidor de ERK puede inhibir especificamente uno o mas de ERK1 y
ERK?2, y puede también o alternativamente inhibir especificamente otras isoformas de ERK. Preferentemente, un ERKi
inhibe la actividad serina/treonina cinasa de al menos una de las ERK1 y ERK2. En la Tabla 1 se enumeran ejemplos
preferidos, pero no limitativos, de inhibidores de ERK.
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Tabla 1 - Ejemplos de inhibidores de la via MAPK

Farmaco

Diana(s) principal (es) (Clso)

Vemurafenib (PLX4032)
(N-[3-{[5-(4-clorofenil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-ilJcarbonil]-2,4-
difluorofenil]-1-propansulfonamida)

B-Raf (V600E) (31 nM)
C-Raf (48 nM)

MAP4K5 (KHS1) (51 nM)
B-Raf (100 nM)

(Bollag et al., 2010)

PLX4720*
(N-(3-(5-cloro-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-carbonil)-2,4-
difluorofenil)propano-1-sulfonamida)

B-Raf (V600E) (13 nM)

C-Raf-1 (Y340D/Y341D) (6,7 nM)
B-Raf (160 nM)

(Bollag et al., 2010)

Dabrafenib (GSK2118436)
(N-(3-(5-(2-aminopirimidin-4-il)-2-terc-butiltiazol-4-il)-2-fluorofenil)-
2,6-difluorobencenosulfonamida)

B-Raf (V600E) (0,8 nM)

C-Raf (5,0 nM)

B-Raf (3,2 nM)

(Hong et al., 2012, Laguerre et al., 2009)

Encorafenib (LGX818)

(éster metilico del 4cido N-[(1S)-2-{[4-[3-[5-cloro-2-fluoro-3-
[(metilsulfonil)aminolfenil]-1-(1-metiletil)-1H-pirazol-4-il]-2-
pirimidinillamino]-1-metiletiljcarbdmico)

B-Raf (V600E) (CEso 4 nM)
(Stuart et al., 2012)

Sorafenib (BAY 43-9006)
(4-{4-[[4-cloro-3-(trifluorometil)fenilJcarbamoilamino]fenoxil-N-metil-
piridina-2-carboxamida)

Raf-1 (6 nM)
B-Raf (22 nM)

B-Raf (V599E) (38 nM)
(Wilhelm et al., 2004)

GDC-0879
(oxima de (E)-5-(1-(2-hidroxietil)-3-(piridin-4-il}-1H-pirazol-4-il)-2,3-
dihidroinden-1-ona)

BRAF (0,13 nM)
C-Raf
(Wong et al., 2009)

RAF265 (CHIR-265)
(1-metil-5{2-5-(trifluorometil)-1H-imidazol-2-il]piridin-4-ilJoxi-N-[4-
(trifluorometil)fenil] benzimidazol-2-amina)

C-Raf/BRAF/BRAF VB00E (3-60 nM)
(Mordant et al., 2010)

SB590885
(oxima de (E)-5-(2-(4-(2-(dimetilamino)etoxi)fenil)-4-(piridin-4-il)-1H-
imidazol-5-il)-2,3-dihidroinden-1-ona)

BRAF (0,16 nM)
C-Raf (1,72 nM)
(King et al., 2006)

AZB28
(3-(2-cianopropan-2-il)-N-(4-metil-3-(3-metil-4-oxo-3,4-
dihidroquinazolin-6-ilamino)fenil) benzamida)

C-Raf-1 (29 nM)
BRAF V600E (34 nM)BRAF (105 nM)
(Montagut et a/., 2008)

AB-024/RXDX-105/CEP-32469
Urea, N-[3-[(6,7-dimetoxi-4-quinazolinil)oxy]fenil]-N'{5-(2,2,2-
trifluoro-1,1-dimetiletil)-3-isoxazolil]-, clorhidrato (1:1)

BRAF, EGFR, RETI

TAK-580 Pan-RAF
((R)-2-(1-(B-amino-5-cloropirimidin-4-carboxamido)etil)-N-(5-cloro-4-
(trifluorometil)piridin-2-il)tiazol-5-carboxamida)

BAL-3833/CTC3833 Pan-RAF

BGB-283
(5-[[(1R,1aS,6bR)-1-[6-(trifluorometil)-1H-benzimidazol-2-il]-1a,6b-
dihidro-1H-cyclopropa[b][1]benzofuran-5-iljoxi]-3,4-dihidro-1H-1,8-
naftiridin-2-ona)

B/C-RAF y EGFR
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(continuacién)

Farmaco

Diana(s) principal (es) (CI50)

GW5074
(2H-Indol-2-ona, 3-[(3,5-dibromo-4-hidroxifenil)metilen]-1,3-dihidro-5-
yodo-)

C-RAF (9 nM)

Trametinib
(N-(3-(3-ciclopropil-5-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6,8-dimetil-2,4,7-
trioxo-3,4,8,7-tetrahidropirido[4,3-d]pirimidin-1(2H)-il)fenil)acetamida)

MEK1/2 (0,92 nM/1,8 nM)
(Yamaguchi et al., 2011)

Cobimetinib
[3,4-difluoro-2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]fenil][3-hidroxi-3-(2S)-2-
piperidinil-1-azetidinill-metanona

MEK1 (4,2 nM)
(Hoeflich et al., 2012)

Selumetinib (AZD6244)
(6-(4-bromo-2-clorofenilamino)-7-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-3-metil-3H-
benzo[d]imidazol-5-carboxamida)

MEK1 (14 nM)
(Huynh et al., 2007)

Binimetinib
(1H-Benzimidazol-6-carboxamida, 5-[(4-bromo-2-fluorofenil)aminol-
4-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-1-metil-)

MEK1/2 (12 nM)
(Pheneger et al., 2006)

Refametinib
((S)-N-(3,4-difluoro-2-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-metoxifenil)-1-
(2,3-dihidroxipropil)ciclopropanel-sulfonamida)

MEK1 (19 nM)
MEK2 (47 nM)
(Iverson et al., 2009)

Pimasertib
((S)-N-(2,3-dihidroxipropil)-3-(2-fluoro-4-
yodofenilamino)isonicotinamida)

MEK1/2 (5 nM-2 pM)
(Kim et al., 2010)

(2-(2-cloro-4-yodofenilamino)-N-(ciclopropilmetoxi)-3,4-
difluorobenzamida)

U0126-EtOH MEK2 (0,06 pM)
(2,3-bis(amino(2-aminofeniltio)metilen)succinonitrilo,etanol) MEK1 (0,07 pM)
PD184352 MEK1 (17 nM)

MEK2 (17 nM)
(Sebolt-Leopold et al., 1999)

BIX 02189
((Z)-3-((3-((dimetilamino)metil)fenilamino)
(fenil)metilen)-N,N-dimetil-2-oxoindolin-6-carboxamida)

MEKS (1,5 nM)
ERKS (59 nM)
(Tatake et al., 2008)

VTX11E
(4-{2-(2-Chloro-4-fluoroanilin)-5-metilpirimidin-4-il]-N-[(1S)-1-(3-
clorofenil)-2-hidroxietil]-1H-pirrol-2-carboxamida)

ERK2 (Ki:<2 nM)
JNK3 (Ki:1,4 uM)
(Aronov et al., 2009)

LTT-462

ERK

Ulixertinib (BVD-523)

ERK1/2
ERK2 (<0,3 nM)

(4-(5-cloro-2-(isopropilamin)piridin-4-il)-N-((S)-1-(3-clorofenil)-2-
hidroxietil)-1H-pirrol-2-carboxamida)

(Ward et al., 2015)

SCH772084

((R)-1-(2-ox0-2-(4-(4-(pirimidin-2-il)fenil)piperazin-1-il)etil}-N-(3-
(piridin-4-il)-1H-indazol-5-il)pirrolidin-3-carboxamida)

ERK2 (1 nM)
ERK1 (4 nM)

* Compuesto herramientas para PLX4032

En un aspecto, la divulgacién proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana,
tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto junto con uno o més inhibidores
de la via MAPK. En una realizacién de la divulgacién, el uno o0 més inhibidores comprenden un inhibidor enumerado
en la Tabla 1. Preferentemente, un inhibidor para su uso de acuerdo con la invencién se selecciona de un inhibidor de
BRAF, un inhibidor de MEK y un inhibidor de ERK. En una realizacién especifica, el uno o mas inhibidores consiste

en un inhibidor enumerado en la Tabla 1, p. ej., un inhibidor de BRAF, MEK o ERK.
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Como alternativa, en cualquier aspecto o realizacién del presente documento, un CAF-AXL puede usarse junto con
dos 0 mas inhibidores seleccionados de un inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK y un inhibidor de ERK, tal como
junto con un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK; un inhibidor de BRAF y un inhibidor de ERK; un inhibidor de
MEK y un inhibidor de ERK; o un inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK y un inhibidor de ERK. En una realizacién
especifica de la divulgacién, al menos uno de los dos 0 més inhibidores es un inhibidor enumerado en la Tabla 1. En
otra realizacién especifica de la divulgacién, un CAF-AXL se usa junto con dos inhibidores seleccionados de un
inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK y un inhibidor de ERK, p. ej., donde ambos inhibidores son inhibidores
enumerados en la Tabla 1.

En una realizacién, el uno o més inhibidores de la via MAPK comprende o consiste en un inhibidor de BRAF.

En una realizacién especifica, el inhibidor de BRAF se selecciona de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib,
PLX4720, GDC-0879, RAF265, SB590885, AZ628, AB-024, TAK-580, BAL-3833, BGB-283, opcionalmente, en donde
el melanoma presenta una mutacién en BRAF que permite la inhibicion de la actividad cinasa del BRAF mutante a
través del inhibidor de BRAF. En otra realizacion de la divulgacién, el inhibidor de BRAF se selecciona de vemurafenib,
dabrafenib, encorafenib, sorafenib. El inhibidor de BRAF puede ser vemurafenib, dabrafenib, o un analogo o derivado
terapéuticamente eficaz de cualquiera de los mismos.

El inhibidor de BRAF puede ser vemurafenib o un anélogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacién, el inhibidor de BRAF es vemurafenib. Vemurafenib (PLX4032) es un inhibidor de molécula
pequefia, competitivo con ATP, biodisponible por via oral, de la cinasa BRAF, que se une particularmente, p. ¢j., a
BRAF y lo inhibe y que comprende determinadas mutaciones, tales como, aunque no de forma limitativa, sustituciones
de aminoacidos en el resto V600 (p. ej., VBOOE), en el resto L597 (p. ej., L597R; Bahadoran et al., 2013); y en el resto
K601 (Dahlman et al., 2012). Vemurafenib puede tener una Clsg de, p. €j., aproximadamente 31 nM para la inhibicién
de la actividad de la cinasa BRAF(VB00E) en un ensayo acelular, p. ej., en un ensayo descrito en el presente
documento o en Bollag et a/., 2010.

En otra realizacion preferida de la divulgacién, el inhibidor de BRAF es dabrafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz. En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de BRAF es dabrafenib. Dabrafenib es un
inhibidor de la cinasa BRAF, que se une particularmente a BRAF y lo inhibe y que comprende determinadas
mutaciones, tales como, aunque no de forma limitativa, mutaciones en V600 como V600E. Dabrafenib puede tener
una Clsp de, p. €j., aproximadamente 0,8 nM para la inhibicién de la actividad de la cinasa BRAF(VE00E) en un ensayo
acelular, p. ej., descrito en el presente documento o en Laguerre et al., 2009.

En otra realizacién preferida de la divulgacion, el inhibidor de BRAF es encorafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz. En una realizacion de la divulgacion, el inhibidor de BRAF es encorafenib. Encorafenib es un
inhibidor de la cinasa BRAF, que se une particularmente a BRAF y lo inhibe y que comprende determinadas
mutaciones, tales como, aunque no de forma limitativa, VBOOE. Encorafenib puede tener una Clsy de, p. €],
aproximadamente 4 nM para la inhibicién de la actividad de la cinasa BRAF(V600E) en un ensayo acelular, p. €j.,
descrito en el presente documento o en Stuart et al., 2012.

En otra realizacién preferida de la divulgacién, el inhibidor de BRAF es sorafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz. En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de BRAF es sorafenib. Sorafenib es un
inhibidor de la cinasa BRAF, que se une particularmente a BRAF y lo inhibe. Soratenib puede tener una Clso de, p. €j,,
aproximadamente 22 nM para la inhibicién de la actividad de la cinasa BRAF en un ensayo acelular, p. ej., descrito en
el presente documento o en Wilhelm et al., 2004.

En una realizacién, el BRAFi se selecciona de AB-024, TAK-580, BAL-3833 y BGB-283.
En una realizacién, el uno o més inhibidores de la via MAPK comprende o consiste en un inhibidor de MEK.

En una realizacién, el inhibidor de MEK es trametinib, cobimetinib, binimetinib, selumetinib, refametinib, pimasertib,
U0126-EtOH, PD184352, BIX 02189. En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de MEK es trametinib,
cobimetinib, binimetinib, selumetinib, refametinib, pimasertib, U0126-EtOH, PD184352, o un anélogo o derivado de los
mismos terapéuticamente eficaz. Preferentemente, el inhibidor de MEK es trametinib, cobimetinib, binimetinib,
selumetinib, o un analogo o derivado de los mismos terapéuticamente eficaz.

Lo mas preferentemente, el inhibidor de MEK es trametinib o un anélogo o derivado del mismo terapéuticamente
eficaz. En una realizacion, el inhibidor de MEK es trametinib. Trametinib es un inhibidor de MEK1/2 que puede tener,
por ejemplo, una Clsg de aproximadamente 0,92nM y 1,8nM para la inhibicibn de las actividades
serina/treoninaftirosina cinasa de MEK1 y MEK2, respectivamente, en un ensayo acelular, p. €j., descrito en el presente
documento o en Yamaguchi et af., 2011.

En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de MEK es binimetinib o un anélogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz, tal como, p. ej., binimetinib. Binimetinib es un inhibidor de MEK1/2 que puede tener, por
ejemplo, una Clsg de aproximadamente 12 nM para la inhibicién de las actividades serina/treoninaftirosina cinasa de
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MEK1 y MEK2, en un ensayo acelular, p. ej., como se describe en el presente documento o en Pheneger et a/., 2006.

En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de MEK es cobinimetinib o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz, tal como, p. €j., cobinimetinib. Cobimetinib es un inhibidor de MEK1 que puede tener, por
ejemplo, una Clsg de aproximadamente 4,2 nM para la inhibicién de la actividad serinaftreoninaftirosina cinasa de
MEK1 en un ensayo acelular, p. ej., descrito en el presente documento o en Hoeflich et af., 2012.

En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de MEK es selumetinib o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz, tal como, p. ej., selumetinib. Selumetinib es un inhibidor de MEK1 que puede tener, por
ejemplo, una Clsg de aproximadamente 14 nM para la inhibicién de la actividad serina/treoninaftirosina cinasa de MEK1
en un ensayo acelular, p. ej., como se describe en el presente documento o en Huynh et al., 2007.

En una realizacién, el uno o més inhibidores de la via MAPK comprende o consiste en un inhibidor de ERK.
En una realizacién, el inhibidor de ERK es LTT-462, ulixertinib (BVD-523), VTX11E, SCH772984.

Ulixertinib es un inhibidor de ERK1/2 que puede tener, por ejemplo, una Clsp de aproximadamente <0,3 nM para la
inhibicién de la actividad cinasa ERK2 en un ensayo acelular, p. ej., descrito en el presente documento o en Ward et
al., 2015.

Como se utiliza en el presente documento, un "derivado” de un farmaco es un compuesto que deriva o es derivable,
por una reaccién quimica directa, del farmaco de referencia. Como se utiliza en el presente documento, un "anélogo"
o0 "analogo estructural" de un farmaco de referencia es un compuesto que tiene una estructura y/o un mecanismo de
accién similar al del farmaco, pero que difiere en al menos un elemento estructural. Los analogos o derivados
"terapéuticamente activos" o "terapéuticamente eficaces" de un farmaco de referencia tal como, p. ej., vemurafenib,
dabrafenib o trametinib, tienen una eficacia terapéutica similar o superior a la del farmaco, pero pueden diferir, p. ej.,
en una o mas de las siguientes: estabilidad, especificidad de la diana (es decir, qué tipo de cinasa inhibe), selectividad
(es decir, qué isoformas o mutantes de la cinasa inhibe), actividad inhibidora, solubilidad, toxicidad, y similares. La
Tabla 1 muestra inhibidores de BRAF, MEK, ERK, etc. que tienen una especificidad similar (es decir, inhibicién de
BRAF, MEK, ERK, etc., respectivamente), selectividad similar, u otras similitudes en su mecanismo de accién.

En una realizacién especifica, un analogo o derivado de un inhibidor de cinasa de acuerdo con la divulgacién, (p. ej.,
un inhibidor de serinaftreonina cinasa), tiene la misma o similar especificidad cinasa, opcionalmente también
selectividad, y una Clso de inhibicién de la actividad cinasa similar o superior a la del farmaco de referencia en un
ensayo adecuado. Por ejemplo, el andlogo o derivado puede tener una Clsg inferior a aproximadamente 1000 %, tal
como inferior a aproximadamente 300 %, tal como inferior a aproximadamente 200 %, tal como inferior a
aproximadamente 120 %, tal como inferior a aproximadamente 100 %, tal como inferior a aproximadamente 80 %, tal
como inferior a aproximadamente 50 % y, opcionalmente, superior a aproximadamente 1 %, tal como superior a
aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 % o aproximadamente 40 %, con respecto a la Clsg del farmaco de
referencia en un ensayo adecuado. Como alternativa, un analogo o derivado puede tener una Clsg inferior a
aproximadamente 5 uM, tal como inferior a aproximadamente 1 uM, tal como inferior a aproximadamente 500 nM, tal
como inferior a aproximadamente 200 nM, tal como inferior a 100 nM, tal como inferior a aproximadamente 50 nM, tal
como entre 0,01 nMy 1 uM, 0,05 nM y 200 nM o de 0,1 nM a 100 nM en un ensayo adecuado.

En la técnica se conocen bien ensayos adecuados para medir la especificidad, la selectividad y la actividad de los
inhibidores de la proteina cinasa (véase, p. ej., Lynette et al. 2009 y Uitdehaag 2012). Por ejemplo, la actividad
inhibidora de BRAF de un analogo o derivado de un inhibidor de BRAF, como se describe en el presente documento,
p. €j., de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib o sorafenib; la actividad inhibidora de MEK de un analogo o derivado
de un inhibidor de MEK, como se describe en el presente documento, p. ej., de trametinib, conimetinib, binimetinib o
selumetinib; o la actividad inhibidora de ERK de un analogo o derivado de un inhibidor de ERK, como se describe en
el presente documento, p. ej., de VTX11E o LTT-462 o ulixertinib, puede evaluarse en el ensayo descrito por Tsai et
al. (Proc Natl Acad Sci USA. 26 de febrero de 2008;105(8): 3041-3046). Especificamente, el perfil de la(s) cinasa(s),
variantes y/o isoformas de cinasas seleccionada(s) puede trazarse con respecto a su inhibicién por el analogo o
derivado en comparacién con el farmaco original utilizando el formato de ensayo bioquimico Z'-LYTE (SelectScreen;
Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Resumiendo, el valor de Clso de un BRAFi (tal como vemurafenib o dabrafenib) de un mutante BRAF, p. ej,
BRAF(VB00E), puede determinarse a través de mediciones de la actividad de la cinasa RAF, p. ej., de la siguiente
manera:

Las actividades cinasa de RAF de tipo natural (o silvestre o no mutada) y de los mutantes, se determinan midiendo la
fosforilacién de la proteina BAD biotinilada (agonista de muerte celular asociada a Bcl2). Para cada enzima (0,01 ng),
se llevaron a cabo reacciones de 20 pl en Hepes 20 mM (pH 7,0), MgCl> 10 mM, DTT 1 mM, Tween-20 al 0,01 % (v/v),
proteina BAD marcada con biotina 50 nM y ATP 1 mM a temperatura ambiente. Las reacciones se detienen a los 5
min con 5 pl de una solucién que contiene Hepes 20 mM (pH 7,0), NaCl 200 mM, EDTA 80 mM, seroalbimina bovina
[BSA] al 0,3 % (p/v). La solucién de detencién también incluye anticuerpo fosfo-BAD (Serll2), perlas donadoras
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recubiertas de estreptavidina y perlas aceptoras de proteina A. El anticuerpo y las perlas se preincuban en solucién
de detencién en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. La dilucién final del anticuerpo es de 1/2000 y
la concentracion final de cada perla es de 10 pug/ml. Las placas de ensayo se incuban a temperatura ambiente durante
una hora y a continuacidn se leen en un lector PerkinElmer AlphaQuest. Las actividades mutantes son el promedio de
dos lotes diferentes de proteina purificada que se sometié a ensayo por duplicado en tres experimentos diferentes.
Como alternativa, en lugar de determinar un valor de Clsp absoluto, el compuesto de referencia (p. ej., vemurafenib o
dabrafenib) puede utilizarse como control, y puede calcularse la actividad inhibidora relativa en comparacién con la
del farmaco de referencia, normalmente en %.

Resumiendo, el valor de Clsp (Concentracién Inhibitoria media o del 50 %) de un MEK, p. ej.,, MEK1, puede
determinarse a través de mediciones de la actividad de la cinasa MEK, p. ¢j., de la siguiente manera: El anticuerpo
contra MEK1 se utiliza para inmunoprecipitar moléculas de MEKI. La actividad cinasa MEK se mide como la capacidad
de MEK1 inmuno-aislada para activar a ERK1 recombinante en un ensayo acoplado utilizando, como criterio de
valoracién del ensayo, MBP (Myelin Basic Protein, Proteina Béasica de la Mielina). La MBP fosforilada se resuelve en
un gel de SDS-PAGE al 14 % y se seca al vacio antes de exponerla a una pelicula de rayos X. Como alternativa, en
lugar de determinar un valor de Clsp absoluto, el compuesto de referencia (p. €j., trametinib) puede utilizarse como
control, y puede calcularse la actividad inhibidora relativa en comparacién con la del farmaco de referencia,
normalmente en %. También pueden usarse sustratos mas especificos que la MBP, p. ej, RSK, MNK o EIK1
recombinantes, purificados y péptidos elaborados de acuerdo con los lugares de fosforilacién de esta proteina.

En un aspecto de la divulgacién, la invencién proporciona un CAF-AXL para su uso en un método de tratamiento de
un melanoma en un sujeto, comprendiendo el método la administracién de un CAF-AXL junto con al menos un agente
terapéutico que sea un inhibidor de serina/treonina cinasa, en donde el CAF y el inhibidor o inhibidores de
serinaltreonina cinasa se administran de manera simultanea, por separado o de manera secuencial. En una realizacién
de la divulgacién, el al menos un agente terapéutico consiste en o comprende un S/Th Kl que es un inhibidor de BRAF,
un inhibidor de MEK o una combinacién de los mismos. En una realizacién de la divulgacién, el S/Th Kl es un inhibidor
de BRAF, tal como vemurafenib (PLX4032) o un derivado o analogo del mismo terapéuticamente eficaz, p. ej,
PLX4720 o dabrafenib; o VTXKIIE. En una realizacién de la divulgacién, el S/Th Kl es un inhibidor de MEK, tales como
selumetinib (AZD6244) o trametinib.

En una realizacién de la divulgacién, el CAF-AXL es para su uso en un método de tratamiento del melanoma junto con
uno o mas S/Th Kl seleccionados de un inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK o un inhibidor de ERK o una
combinacién de dos 0 més de los mismos. En una realizacién de la divulgacién, el uno o0 mas S/Th Kl comprende un
inhibidor de BRAF, tal como vemurafenib (PLX4032), dabrafenib, encorafenib, sorafenib o un derivado o analogo de
los mismos terapéuticamente eficaz, p. ej.,, PLX4720. En una realizacién de la divulgacién, uno o més S/Th Kl
comprenden un inhibidor de MEK, tal como trametinib, cobimetinib, binimetinib o selumetinib (AZD6244) o un anélogo
o derivado de los mismos terapéuticamente eficaz. En una realizacién de la divulgacién, el uno o mas S/Th Ki
comprende un inhibidor de ERK, tal como, p. ej., VIXKIIE, LTT-462, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz. En una realizacién de la divulgacién, el uno o mas S/Th Kl consiste en un inhibidor de BRAF,
tal como vemurafenib, dabrafenib, encorafenib o sorafenib. En una realizacién de la divulgacién, el al menos un S/Th
Kl consiste en un inhibidor de MEK, tal como trametinib, cobimetinib, binimetinib o selumetinib. En una realizacién de
la divulgacién, el uno o mas S/Th Kl consiste en un inhibidor de ERK, tal como ulixertinib, VTXIIE, SCH772984 o LTT-
462. A continuacidn se describen realizaciones especificas de la divulgacidn para el tratamiento del melanoma segun
cualquier aspecto o realizacién del presente documento:

En una realizacién particular, el S/Th Kl es vemurafenib.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es dabrafenib.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es encorafenib.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es sorafenib.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es trametinib.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es cobimetinib.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es binimetinib.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es selumetinib.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es ulixertinib.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es VTXKIIE.

En una realizacién particular, el S/Th Kl es LTT-462.
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En una realizacién particular, el S/Th Kl es PLX4720.

Como se describe en los Ejemplos 19 y 20, una combinacién de HuMax-CAF-AXL, de un inhibidor de BRAF y de un
inhibidor de MEK, fue eficaz en el tratamiento de un modelo in vivo de melanoma resistente mutante de BRAF. En
consecuencia, en un aspecto, la divulgacion proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo que se une a la
AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto junto con dos
inhibidores de la via MAPK. En una realizacién de la divulgacién, al menos uno de los dos inhibidores (denominados
en el presente documento "primer" y "segundo" inhibidor), opcionalmente ambos, se seleccionan de los inhibidores
enumerados en la Tabla 1, o analogos o derivados de los mismos terapéuticamente eficaces. Por ejemplo, en distintas
realizaciones de la divulgacién, el primer inhibidor se selecciona de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib,
trametinib, cometinib, binimetinib, selumetinib, LTT-462, ulixertinib, SCH772984 y VTXKIIE, y el segundo inhibidor se
selecciona independientemente de los otros inhibidores distintos del primer inhibidor de la Tabla 1. Mas
preferentemente, tanto el primer inhibidor como el segundo inhibidor se seleccionan de vemurafenib, dabrafenib,
encorafenib, sorafenib, trametinib, cometinib, binimetinib, selumetinib, LTT-462, ulixertinib, SCH772984 y VTXKIIE.
Preferentemente, tanto el primer como el segundo inhibidor, para su uso de acuerdo con la invencién, se seleccionan
independientemente de un inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK un inhibidor de ERK. Mas preferentemente, la
combinacién del primer y segundo inhibidor se selecciona de un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK, un inhibidor
de BRAF y un inhibidor de ERK, un inhibidor de MEK y un inhibidor de ERK. Lo mas preferentemente, el CAF-AXL es
para su uso en el tratamiento del melanoma junto con un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK.

En una realizacién de la divulgacién, el primer inhibidor es un inhibidor de BRAF y el segundo inhibidor es un inhibidor
de MEK seleccionado de trametinib, cobimetinib, binimetinib, selumetinib o un analogo o derivado de cualquiera de
los mismos.

En una realizacién de la divulgacién, el primer inhibidor es un inhibidor de BRAF y el segundo inhibidor es un inhibidor
de ERK seleccionado de VTXKIIE y LTT-462, o un analogo o derivado de cualquiera de los mismos.

En una realizacién de la divulgacién, el primer inhibidor es un inhibidor de MEK y el segundo inhibidor es un inhibidor
de BRAF seleccionado de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib y sorafenib, o un anélogo o derivado de cualquiera
de los mismos.

En una realizacién de la divulgacién, el primer inhibidor es un inhibidor de MEK y el segundo inhibidor es un inhibidor
de ERK seleccionado de VTXKIIE y LTT-462, o un analogo o derivado de cualquiera de los mismos.

En una realizacién de la divulgacién, el primer inhibidor es un inhibidor de ERK 'y el segundo inhibidor es un inhibidor
de BRAF seleccionado de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib sorafenib, o un analogo o derivado de cualquiera de
los mismos.

En una realizacién de la divulgacién, el primer inhibidor es un inhibidor de ERK 'y el segundo inhibidor es un inhibidor
de MEK seleccionado de trametinib, cobimetinib, binimetinib, selumetinib o un analogo o derivado de cualquiera de
los mismos.

En una realizaciéon, el CAF-AXL es para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto junto con una combinacién
de un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK seleccionados de (a) a (p):
(a) vemurafenib y trametinib;

b) vemurafenib y cobimetinib;

¢) vemurafenib y binimetinib;

d) vemurafenib y selumetinib;

e) dabrafenib y trametinib;

f) dabrafenib y cobimetinib;

g) dabrafenib y binimetinib;

h) dabrafenib y selumetinib;

i) encorafenib y trametinib;

(j) encorafenib y cobimetinib;

k) encorafenib y binimetinib;

I) encorafenib y selumetinib;

m) sorafenib y trametinib

n) sorafenib y cobimetinib;

o) sorafenib y binimetinib; o

p) sorafenib y selumetinib.

(
(
(
(
(
(
(
(

(
(
(
(
(
(

En una realizacién especifica de la divulgacion, el inhibidor de BRAF de uno cualquiera de (a) a (p), es un analogo o
derivado terapéuticamente eficaz del inhibidor de BRAF especificado.

En una realizacién especifica de la divulgacién, el inhibidor de MEK en una cualquiera de (a) a (p) es un analogo o
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derivado terapéuticamente eficaz del inhibidor de MEK especificado.

En una realizacién especifica, la invencién proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo que se une a la
AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto junto con
vemurafenib y trametinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con vemurafenib y cobimetinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con vemurafenib y binimetinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con vemurafenib y selumetinib.

En una realizacién especifica, la invencién proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo que se une a la
AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso usar en el tratamiento del melanoma en un sujeto junto con
dabrafenib y trametinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con dabrafenib y cobimetinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con dabrafenib y binimetinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con dabrafenib y selumetinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con encorafenib y trametinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con encorafenib y cobimetinib.

En una realizacién de la divulgacién, la invencién proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo que se une
a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto junto con
encorafenib y binimetinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con encorafenib y selumetinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con sorafenib y trametinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con sorafenib y cobimetinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con sorafenib y binimetinib.

En una realizacién especifica de la divulgacién, la invencidén proporciona un CAF-AXL que comprende un anticuerpo

que se une a la AXL humana, tal como HuMax-CAF-AXL, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto
junto con sorafenib y selumetinib.
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Como se utiliza en el presente documento, el término "sujeto”" es normalmente un ser humano al que se administra el
CAF-AXL y uno o mas inhibidores de la via MAPK, normalmente un paciente humano al que se le ha diagnosticado
que tiene un melanoma o que corre el riesgo de desarrollarlo. En algunas realizaciones de la divulgacién, el sujeto no
se ha sometido anteriormente a un tratamiento del melanoma con un inhibidor de la via MAPK, tal como con un
inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK o un inhibidor de ERK. En otras realizaciones de la divulgacion, el sujeto ya
se esta sometiendo o se ha sometido anteriormente a un tratamiento del melanoma con uno o mas inhibidores de la
via MAPK, tal como uno o mas inhibidores de la via MAPK, p. ej., inhibidores de serina/treonina cinasa, para su uso
junto con un CAF-AXL de acuerdo con la invencion.

Como se muestra en el presente documento, el desarrollo de resistencia en el melanoma se ha asociado a una
expresién aumentada o de novo de AXL (véanse, p. €., los Ejemplos 17 y 21). Por ejemplo, la resistencia a uno o méas
de vemurafenib, dabrafenib y trametinib pueden estar asociada a la expresién de novo o aumentada de AXL en las
células tumorales. Por tanto, los melanomas son idéneos para el tratamiento con combinaciones de estos y otros
inhibidores de la via MAPK 'y un CAF especifico de AXL. El melanoma puede ser un melanoma en estadio |, estadio
I, estadio Ill o estadio IV, de acuerdo con los criterios de clasificacién establecidos del melanoma, que se conocen
bien en la técnica. En algunas realizaciones, el melanoma que se va a tratar de acuerdo con cualquier aspecto o
realizacion del presente documento, es un melanoma en estadio V.

En algunas realizaciones, el melanoma lleva una mutacién en BRAF que permite la inhibicién de la actividad cinasa
del BRAF mutante a través de uno o mas inhibidores de BRAF. Las mutaciones de BRAF identificadas en cénceres
humanos como el melanoma suelen localizarse en el bucle P rico en glicina del I6bulo N y en el segmento de activacién
y regiones flanqueantes dentro del dominio cinasa, lo que normalmente provoca una sobreactivaciéon de la via de
sefializacién MAPK posterior (downstream) en las células tumorales que expresan cinasa BRAF mutante. En BRAF,
los restos especificos para dichas mutaciones incluyen, pero sin limitacién, V600 (p. ej., V600E, V600K, V600D,
VB00R), resto L597 (p. ej., L597R); y resto K601 (K601E). En una realizacién, la mutacién estd en V600. En una
realizacién, la mutacién en BRAF se selecciona entre V600E, V600D, V600K, L597R y K601E. En una realizacién
especifica, la mutacion es V600OE. En la técnica se conocen bien métodos para identificar dichas mutaciones BRAF,
véanse, p. €j., los Ejemplos y Colombino et al. (2012). Los melanomas que llevan dichas mutaciones en BRAF son
particularmente adecuados para cualquier aspecto o realizacién de la invencién que incluya un BRAFi, en particular
un mutBRAFi tal como vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, y anélogos o derivados de cualquiera de los mismos.

En algunas realizaciones, el melanoma lleva una mutacién en NRAS (UniProtkB - P01111 (RASN_HUMAN)). Dichas
mutaciones se conocen bien en la técnica (véase, p. ej., Colombino et al., 2012). Por ejemplo, la mutacidén puede ser
una mutacién que active constitutivamente la via MAPK (en lo sucesivo denominada en el presente documento
mutacidn "activadora"), que puede ser una mutacién oncogénica. Las mutaciones no limitativas incluyen sustituciones,
deleciones o inserciones de aminoacidos; preferentemente, la mutacién es una sustitucién de aminoacidos. Los restos
especificos de dichas mutaciones incluyen, pero sin limitacién, Q.61 (p. ej., Q61R, Q61Ky Q61L), G12 (p. ej., G12D,
G128, G12C y G12V) y G13 (G13D y G13R). En una realizacién de la divulgacién, el melanoma lleva al menos una
mutacién seleccionada de Q61R, Q61K, Q61L G12D, G128, G12C, G12V, G13D y G13R. En la técnica se conocen
bien métodos para identificar dichas mutaciones NRAS, véanse, p. €j., los Ejemplos y Colombino et al. (2012). Los
melanomas que llevan dichas mutaciones en NRAS son particularmente adecuados para cualquier aspecto o
realizacién de la invencién que incluya un MEKI, en particular un MEKi tal como trametinib, binimetinib, cobimetinib o
selumetinib y analogos o derivados de cualquiera de los mismos. Opcionalmente, el aspecto o divulgacién no incluye
la administraciéon de un mutBRAFi.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el melanoma que se va a tratar de acuerdo con cualquier aspecto o
realizacién del presente documento, es resistente a uno o mas inhibidores de la via MAPK, p. €j., a al menos un
inhibidor de serina/treonina cinasa. El melanoma puede, por ejemplo, ser resistente a uno o mas de los inhibidores de
BRAF vemurafenib, dabrafenib, encorafenib y sorafenib, a uno o mas de los MEKIi, trametinib, cobimetinib, binimetinib
y selumetinib, y/o a uno o més de los inhibidores de ERK ulixertinib, LTT-462, VTX11E y SCH772984.

Como se utiliza en el presente documento, un melanoma "resistente", "resistente al tratamiento" o "insensible" en un
sujeto con respecto a uno o méas agentes terapéuticos, significa que el melanoma no responde al tratamiento con el
(los) agente(s) terapéutico(s). El melanoma puede, por ejemplo, tener "resistencia natural”", es decir, no responder a
un tratamiento con el agente terapéutico desde el inicio del tratamiento (en el presente documento también se
denomina "resistencia intrinseca"). Como alternativa, el melanoma puede haber "adquirido resistencia", ya que
respondié inicialmente al tratamiento con el agente terapéutico, p. ej., por remisién o estabilizacién de la enfermedad,
pero deja de responder o responde menos al agente terapéutico después de un determinado periodo de tratamiento
o después de una recidiva del melanoma, lo que habitualmente provoca una enfermedad progresiva. Otros indicadores
de resistencia incluyen recidiva o recurrencia del melanoma, aumento de la carga tumoral, metastasis recientemente
identificadas o similares, a pesar del tratamiento con el agente terapéutico. Un experto puede determinar si un
melanoma es resistente a un agente terapéutico o si corre el riesgo de serlo. Por ejemplo, la National Comprehensive
Cancer Network (NCCN, www.ncen.org) y la European Society for Medical Oncology (ESMO,
www.esmo.org/Guidelines) ofrecen directrices para evaluar si un cancer especifico responde al tratamiento.

Por tanto, en algunas realizaciones de la divulgaciéon, el melanoma no se ha tratado anteriormente con ningln inhibidor
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de la via MAPK. En algunas realizaciones de la divulgacién, el melanoma no se ha tratado anteriormente con ninguno
del uno 0 més inhibidores de la via MAPK de acuerdo con cualquier aspecto o realizacién del presente documento.
Por ejemplo, en realizaciones particulares de la divulgacién, el melanoma no se ha tratado anteriormente con ninguno
de uno o0 més de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib, trametinib, binimetinib, cobimetinib y selumetinib.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el melanoma es resistente al menos a un inhibidor de la via MAPK. En
algunas realizaciones de la divulgacién, el melanoma es resistente al menos a uno del uno 0 mas inhibidores de la via
MAPK de acuerdo con cualquier aspecto o realizacién del presente documento. Por ejemplo, en realizaciones
particulares de la divulgacién, el melanoma es resistente a uno cualquiera 0 mas de vemurafenib, dabrafenib,
encorafenib, sorafenib, trametinib, binimetinib, cobimetinib y selumetinib.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el melanoma tiene resistencia natural (intrinseca) a al menos un inhibidor
de la via MAPK. En algunas realizaciones de la divulgacién, el melanoma tiene resistencia natural (intrinseca) a al
menos uno del uno o més inhibidores de la via MAPK de acuerdo con cualquier aspecto o realizacién del presente
documento. Por ejemplo, en realizaciones particulares de la divulgaciéon, el melanoma tiene resistencia natural
(intfrinseca) a uno cualquiera o més de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib, trametinib, binimetinib,
cobimetinib y selumetinib.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el melanoma ha adquirido resistencia a al menos uno del uno o mas
inhibidores. El melanoma puede, por ejemplo, estar recibiendo o haber recibido anteriormente tratamiento con al
menos uno del uno o més inhibidores de acuerdo con cualquier aspecto o realizacién del presente documento.
Opcionalmente, el melanoma puede ser un melanoma recurrente o recidivante.

En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente o sensible al menos a uno de vemurafenib, dabrafenib,
encorafenib y sorafenib. Por ejemplo, el sujeto puede haber recibido tratamiento con vemurafenib, dabrafenib,
encorafenib o sorafenib durante un periodo de al menos 2 meses, tal como de al menos 3 meses, tal como de al menos
7 meses, tal como de al menos 9 meses, tal como de al menos 12 meses o0 mas.

En una realizacién de la divulgaciéon, el melanoma es resistente o sensible al menos a uno de trametinib, cobimetinib,
binimetinib y selumetinib. Por ejemplo, el sujeto puede haber recibido tratamiento con trametinib, cobimetinib,
binimetinib o selumetinib durante un periodo de al menos 2 meses, tal como de al menos 3 meses, tal como de al
menos 7 meses, tal como de al menos 9 meses, tal como de al menos 12 meses 0 mas.

En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente o sensible al menos a uno de dabrafenib o trametinib,
opcionalmente a ambos. Por ejemplo, el sujeto puede haber recibido tratamiento con una combinacién de trametinib
y dabrafenib durante un periodo de al menos 2 meses, tal como de al menos 3 meses, tal como de al menos 7 meses,
tal como de al menos 9 meses, tal como de al menos 12 meses o0 mas.

En una realizacién de la divulgacion, el melanoma es resistente o sensible al menos a uno de vemurafenib o trametinib,
opcionalmente a ambos. Por ejemplo, el sujeto puede haber recibido tratamiento con una combinacién de vemurafenib
y dabrafenib durante un periodo de al menos 2 meses, tal como de al menos 3 meses, tal como de al menos 7 meses,
tal como de al menos 9 meses, tal como de al menos 12 meses o0 mas.

En otras realizaciones de la divulgacién, el melanoma que se va a tratar de acuerdo con cualquier aspecto o realizacién
del presente documento, no es resistente a ninguno del uno o mas inhibidores. El melanoma puede, por ejemplo, no
haber recibido ningln tratamiento con alguno del uno o mas inhibidores de acuerdo con cualquier aspecto o realizacién
del presente documento. Sin embargo, también es posible que el melanoma esté en tratamiento con uno o mas de
dichos inhibidores, o que se haya tratado con cualquiera del uno o mas inhibidores, pero no se haya producido
resistencia. En dichas realizaciones, el sujeto puede, por ejemplo, han recibido tratamiento con vemurafenib,
dabrafenib, encorafenib, sorafenib, trametinib, binimetinib, cobimetinib o selumetinib durante un periodo de al menos
2 meses, tal como de al menos 3 meses, tal como de al menos 7 meses, tal como de al menos 9 meses, tal como de
al menos 12 meses 0 mas.

En una realizacién particular de la divulgacién, el CAF-AXL proporcionado en la presente divulgacién, es para su uso
en el tratamiento de un melanoma que expresa AXL resistente a un agente terapéutico con el que el melanoma se
esta tratando o se ha tratado, en donde el agente terapéutico es vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib o un
analogo o derivado terapéuticamente eficaz de cualquiera de los mismos, y en donde el melanoma presenta una
mutaciéon en BRAF. En particular, el melanoma presenta una mutacién en BRAF que lo hace sensible a la inhibicién
por vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib o por el anélogo o derivado terapéuticamente eficaz.
Preferentemente, la mutacién es una sustitucién de aminoacidos. Los restos especificos de dichas mutaciones
incluyen, pero sin limitacion, V600 (p. ej., VB0OE, V600K y V600D), el resto L597 (p. ej., LS97R); y resto K601 (K6O1E).
En una realizacion, la mutacién se selecciona de V600E, V600D, V600K, L597R y K601E.

En una realizacién particular de la divulgacién, el CAF-AXL proporcionado en la presente divulgacién, es para su uso

en el tratamiento de un melanoma que expresa AXL resistente a un agente terapéutico con el que el melanoma se
esta tratando o se ha tratado, en donde el agente terapéutico es trametinib, cobimetinib, binimetinib, selumetinib o un
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analogo o derivado terapéuticamente eficaz de cualquiera de los mismos. El melanoma puede llevar una mutacién, tal
como una mutacién activadora, en NRAS. Por ejemplo, el NRAS puede tener una mutaciéon en, Q61 (p. ej., Q61R,
Q61K 'y Q61L), G12 (p. €j., G12D, G128, G12C y G12V) 0 G13 (G13D y G13R). En una realizacién, el melanoma lleva
al menos una mutacién seleccionada de Q61R, Q61K, Q61L G12D, G128, G12C, G12V, G13D y G13R.

En una realizacién particular de la divulgacién, el CAF-AXL proporcionado en la presente divulgacién, es para su uso
en el tratamiento de un melanoma que expresa AXL resistente a un agente terapéutico con el que el melanoma se
esta tratando o se ha tratado, en donde el agente terapéutico es LTT-462, ulixertinib, VTXKIIE, o un anéalogo o derivado
terapéuticamente eficaz de cualquiera de los mismos.

En cuanto al CAF-AXL, un médico experto en la materia puede determinar y prescribir facilmente la cantidad eficaz
necesaria de la composicién farmacéutica. En relacién con esto, cuando se hace referencia a una composicién
farmacéutica debe entenderse que comprende también una composicién como tal, o viceversa. Por ejemplo, el médico
podria comenzar las dosis del CAF-AXL empleado en la composicién farmacéutica a niveles inferiores a los requeridos
para lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosis hasta que se logre el efecto deseado. En
general, una dosis adecuada sera aquella cantidad del compuesto que sea la dosis més baja eficaz para producir un
efecto terapéutico de acuerdo con una pauta posolégica particular. Dicha dosis eficaz dependera generalmente de los
factores descritos anteriormente.

Por ejemplo, una "cantidad eficaz" para el uso terapéutico puede medirse por su capacidad para estabilizar el avance
de la enfermedad. La capacidad de un compuesto para inhibir el cAncer puede evaluarse, por ejemplo, en un sistema
modelo animal predictivo de la eficacia en tumores humanos. Como alternativa, esta propiedad de una composicién
puede evaluarse examinando la capacidad del compuesto para inhibir el crecimiento celular o inducir citotoxicidad
mediante ensayos in vitro conocidos por el profesional experto. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
terapéutico puede reducir el tamafio del tumor o mejorar los sintomas de un sujeto. Un experto habitual en la materia
seria capaz de determinar tales cantidades basandose en factores tales como la estatura del sujeto, la gravedad de
los sintomas del sujeto, y la composicién o via de administracién particular seleccionada. Por ejemplo, como ya se ha
indicado, pueden usarse las directrices de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN, www.nccn.org) y la
European Society for Medical Oncology (ESMO, www.esmo.org/Guidelines) para evaluar los tratamientos contra el
cancer.

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

La administracién puede ser, p. ej., intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcuténea, y por ejemplo,
administrarse proximal al lugar de la diana.

Las pautas posolédgicas en los métodos de tratamiento y usos anteriores se ajustan para proporcionar la respuesta
optima deseada (p. ej., una respuesta terapéutica). Por ejemplo, puede administrarse una Unica embolada, varias
dosis divididas a lo largo del tiempo o la dosis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente segun lo indiquen las
exigencias de la situacién terapéutica.

En una realizacién de la divulgacién, la ventana de eficacia-seguridad se optimiza disminuyendo la toxicidad
especifica, tal como, por ejemplo, disminuyendo la relacién farmaco-anticuerpo (RFA) y/o mezclando el CAF-AXL con
anticuerpo contra AXL no marcado.

En una realizacién de la divulgacién, la eficacia del tratamiento se controla durante la terapia, p. €j., en puntos
predefinidos en el tiempo. Los métodos para medir la eficacia suelen depender del tipo concreto de cancer y el experto
en la materia los conoce perfectamente. En una realizacién, la eficacia puede controlarse observando la zona de la
enfermedad, o mediante otros métodos de diagnéstico descritos mas adelante en el presente documento, p. €j.,
realizando una o mas tomografias PET (emision positrénica) - CT (computarizada), por ejemplo, usando un anticuerpo,
un fragmento o un minianticuerpo derivado de un anticuerpo especifico de AXL, contra AXL marcado.

Si se desea, una dosis diaria eficaz de un CAF-AXL puede ser de dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas subdosis
administradas por separado a intervalos apropiados a lo largo del dia, opcionalmente, formas farmacéuticas unitarias.
En otra realizacién, los CAF-AXL se administran mediante infusién continua lenta durante un periodo prolongado, tal
como superior a 24 horas, para minimizar cualquier efecto secundario no deseado.

También puede administrarse una dosis eficaz de un CAF-AXL utilizando un periodo de dosificacion semanal,
quincenal o trisemanal. El periodo de dosificaciéon puede limitarse a, p. €., 8 semanas, 12 semanas o hasta que se
haya establecido una evolucién clinica. En una realizacién de la divulgacién, un CAF-AXL se administra una vez cada
3 semanas (1C38S) o tres administraciones durante 4 semanas (3C4S), de modo que el paciente recibe dieciséis o
doce ciclos de CAF-AXL a intervalos de tres o cuatro semanas durante, p. €j., 48 semanas, ampliando o repitiendo la
pauta segln sea necesario.
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Por ejemplo, en una realizacién de la divulgacién, el CAF-AXL puede administrarse por infusién a una dosis semanal
de entre 10 y 500 mg/m?, tal como entre 200 y 400 mg/m?. Esta administracién podra repetirse, p. ej., de 1 a 8 veces,
tal como de 3 a 5 veces. La administracién puede realizarse mediante infusién continua durante un periodo de 1 a 24
horas, tal como de 1 a 12 horas.

En otra realizacién de la divulgacién, el CAF-AXL se administra por infusiéon cada tres semanas en una dosis de entre
10 y 500 mg/m?, tal como entre 50-200 mg/m?. Esta administracion podra repetirse, p. ej., de 1 a 8 veces, tal como de
3 a 5 veces. La administracién puede realizarse mediante infusién continua durante un periodo de 1 a 24 horas, tal
como de 1 a 12 horas.

En una realizacién de la divulgaciéon, un CAF-AXL se administra en una dosis Unica de aproximadamente 0,1 a
10 mg/kg, tal como de aproximadamente 1-3 mg/kg, cada semana o cada tres semanas hasta doce veces, hasta ocho
veces, o hasta la evolucién clinica. La administracién puede realizarse mediante infusién continua durante un periodo
de 1 a 24 horas, tal como de 1 a 12 horas.

En una realizacién de la divulgacién, el CAF-AXL se administra en una cantidad de aproximadamente 0,02-100 mg/kg,
tal como de aproximadamente 0,02-30 mg/kg, tal como de aproximadamente 0,05-10 mg/kg cada 1 semana (1C18S),
cada 2 semanas (1C28S) o cada 3 semanas (1C3S) o tres administraciones durante 4 semanas (3C4S). Normalmente,
el paciente puede recibir dieciséis o doce ciclos de CAF-AXL a intervalos de tres o cuatro semanas durante, p. ej., 48
semanas, alargando, acortando o repitiendo la pauta terapéutica segin determine el médico responsable. La
administracién puede realizarse mediante infusién continua durante un periodo de 1 a 24 horas, tal como de 1 a 12
horas.

Dichas pautas terapéuticas podran repetirse una o méas veces segln sea necesario, por ejemplo, después de 6 meses
0 12 meses. La dosis puede determinarse o ajustarse midiendo la cantidad de compuesto de la presente invencion en
la sangre después de su administracién, por ejemplo, extrayendo una muestra biolégica y usando anticuerpos
antiidiotipicos que se dirijan a la regién de unién al antigeno de los anticuerpos contra AXL.

En una realizacién de la divulgacién, los CAF-AXL se administran como terapia de mantenimiento, tal como, p. €j., una
vez por semana durante un periodo de seis meses o mayor. Como se utiliza en el presente documento, "terapia de
mantenimiento” significa terapia destinada a evitar o retrasar la evolucién o reaparicién del cancer. Normalmente, si
un cancer esta en remisién completa tras el tratamiento inicial, la terapia de mantenimiento puede utilizarse para evitar
o retrasar la reaparicién del cancer. Si el cancer ha evolucionado y no se ha logrado la remisién completa tras el
tratamiento inicial, la terapia de mantenimiento puede utilizarse para ralentizar el crecimiento del cancer, p. ej., alargar
la vida del paciente.

En otros ejemplos no limitativos, el tratamiento de acuerdo con la presente invencién puede proporcionarse como una
dosis diaria de un compuesto de la presente invencidén en una cantidad de aproximadamente 0,1-100 mg/kg, tal como
de aproximadamente 0,1-50 mg/kg, tal como de aproximadamente 0,2, 0,5, 0,9, 1,0,1,1, 1,5, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 mg/kg, al
dia, al menos uno de los dias 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40, o como alternativa, al menos una de las semanas 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7,8, 9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 tras el inicio del tratamiento, o cualquier combinacién de los
mismos, utilizando dosis Unicas o divididas cada 24, 12, 8, 6, 4 o0 2 horas, o cualquier combinacién de los mismos.

Las composiciones parenterales pueden formularse en forma farmacéutica unitaria para facilitar la administracién y
uniformidad de la dosis. La forma farmacéutica unitaria, como se utiliza en el presente documento, se refiere a
unidades fisicamente individuales adecuadas como dosis unitarias para los pacientes que se vayan a tratar,
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado junto con el transportador farmacéutico necesario. La especificacién de las formas farmacéuticas
unitarias de la presente invencidn esta establecida por, y depende directamente de (a) las caracteristicas Unicas del
compuesto activo y el efecto terapéutico particular a conseguir y (b) las limitaciones intrinsecas en la técnica de
preparacién de compuestos tal como un compuesto activo para el tratamiento de la sensibilidad en individuos.

Como se describe en el presente documento, un CAF-AXL se usa junto con uno o mas inhibidores de la via MAPK, p.
ej., uno o mas inhibidores de serina/treonina cinasa, opcionalmente, al menos un inhibidor de serina/treonina cinasa
al que el melanoma sea resistente.

El CAF-AXL, y uno o mas inhibidores de la via MAPK, tal como uno o més inhibidores de serina/treonina cinasa,
pueden administrarse de manera simultanea, por separado o de manera secuencial. Por ejemplo, en una realizacién,
la combinacién se usa para tratar a un paciente con melanoma que no ha recibido tratamiento previo con el inhibidor,
opcionalmente, no con ningun inhibidor de serina/treonina cinasa. En otra realizacién, la combinacién se usa para
tratar a un paciente con melanoma en el que ha fracasado un tratamiento previo con el inhibidor, p. j., el inhibidor de
serinaftreonina cinasa. Las dosis y pautas posolégicas eficaces del CAF-AXL y del inhibidor o inhibidores dependen
del melanoma y del paciente que se vaya a tratar, y los expertos en la materia pueden determinarlas.
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En una realizacion de la divulgacion, las dosis y pautas posolégicas de uno o més inhibidores de la via MAPK, p. €],
del uno o0 més inhibidores de serina/treonina cinasa que se usaran junto con el CAF-AXL, son iguales o practicamente
similares a las que se usan normalmente en el tratamiento de un cancer, p. ej., melanoma con el uno o mas inhibidores
de serina/treonina cinasa.

Vemurafenib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 200-2000 mg, 500-
1500 mg, tal como de aproximadamente 1000 mg al dia, p. ej., 960 mg, administrados en 4 comprimidos de 240 mg
cada 12 horas (con un intervalo aproximado de 12 horas).

Dabrafenib puede administrase al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 50-300 mg, tal
como de aproximadamente 100-200 mg, tal como de aproximadamente 150 mg, una o dos veces aldiaocada20 3
dias. Preferentemente, el dabrafenib se administra en forma de 150 mg por via oral dos veces al dia, p. €j., al menos
1 hora antes de comer o al menos 2 horas después de comer.

Encorafenib puede administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total de 600 mg, tal como de 400 mg, tal como
de 300 mg, tal como de 200 mg, tal como de 100 mg una o dos veces al dia o cada 2, 3 o0 4 dias, tal como 300 mg una
vez al dia (CD).

Sorafenib puede administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total de 200-1600 mg, tal como de 1200 mg, tal
como de 800 mg, tal como de 600 mg, tal como de 400 mg una o dos veces al dia o cada 2, 3 o0 4 dias, tal como dos
comprimidos de 200 mg dos veces al dia (equivalente a una dosis diaria total de 800 mg).

Trametinib puede administrase al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 0,1-10 mg, tal
como de aproximadamente 0,5 a 5 mg, tal como de aproximadamente 2 mg, una o dos veces al dia o cada 2 o 3 dias.
Preferentemente, el trametinib se administra en forma de 2 mg por via oral una vez al dia, p. ej., a una hora similar
todos los dias sin comida, al menos 1 hora antes o 2 horas después de una comida.

Cobimetinib puede administrarse al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 10 a 100 mg,
tal como de aproximadamente 30 a 80 mg, tal como de aproximadamente 60 mg al dia, opcionalmente dividida en 2,
3 0 4 dosis distintas. Preferentemente, el cobimetinib se administra a una dosis de 60 mg al dia (3 comprimidos de 20
mg) en ciclos de 28 dias, en donde el farmaco se toma durante 21 dias consecutivos, seguido de un descanso de 7
dias.

Binimetinib puede administrarse al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 10-200 mg, tal
como de 150 mg, tal como de 100 mg, tal como de 90 mg, tal como de 45 mg, tal como de 30 mg, tal como de 20 mg
una o dos veces al dia, o cada 2, 3 o0 4 dias, tal como de 45 mg dos veces al dia.

Selumetinib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 50-225 mg, tal como de
75 mg, 100 mg, 125 mg, 150 mg, 175 mg, 200 mg o 225 mg una o dos veces al dia, tal como dos veces al dia,
opcionalmente en un pauta terapéutica en la que se administra durante tres dias seguido de cuatro dias de descanso
en ciclos de cuatro semanas.

En una realizacién de la divulgaciéon, las dosis del inhibidor o inhibidores de la via MAPK, p. ej., del inhibidor o
inhibidores de serina/treonina cinasa, son inferiores a las utilizadas normalmente, pero la pauta posolégica es, por lo
demés, similar. En una realizacién de la divulgacién, las dosis del inhibidor o inhibidores de la via MAPK, tal como del
inhibidor o inhibidores de serina/treonina cinasa, son similares a las utilizados normalmente, pero la pauta posolégica
se ajusta a menos administraciones o éstas son menos frecuentes. En una realizacién de la divulgacién, las dosis del
inhibidor o inhibidores de serina/treonina cinasa son inferiores a las utilizadas normalmente y la pauta posolégica se
ajusta a menos administraciones o éstas son menos frecuentes.

En un aspecto, la divulgacién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la
AXL humana, opcionalmente HuMax-CAF-AXL, y (ii) uno o mas inhibidores de la via MAPK, tal como uno o mas
inhibidores de serina/treonina cinasa, en donde el CAF y el al menos un inhibidor se administran de manera simultanea,
por separado o de manera secuencial. En una realizacién de la divulgacién, el uno o mas inhibidores de la via MAPK
comprende o consiste en un inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK, un inhibidor de ERK o una combinacién de
cualquiera de dos 0 mas de los mismos, tal como un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK, un inhibidor de BRAF
y un inhibidor de ERK, o un inhibidor de MEK y un inhibidor de ERK. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma
es un melanoma que expresa AXL. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente al menos a uno
de los uno o mas inhibidores. En una realizacién de la divulgacion, el inhibidor es un inhibidor de BRAF seleccionado
de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib o un analogo o derivado del mismos terapéuticamente eficaz, y el
melanoma presenta una mutacién en BRAF que permite la inhibicién de la actividad cinasa del BRAF mutante a través
del inhibidor de BRAF. En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor es un inhibidor de MEK seleccionado de
trametinib, cobimetinib, binimetinib, selumetinib o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. El CAF-
AXL puede administrarse, p. ej., en una cantidad terapéuticamente eficaz de acuerdo con una pauta posoldgica
descrita anteriormente con més detalle. Por ejemplo, como ejemplo no limitativo, el CAF-AXL puede administrarse en
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una cantidad de aproximadamente 0,02-100 mg/kg, tal como de aproximadamente 0,02-30 mg/kg, tal como de
aproximadamente 0,05-10 mg/kg cada 1 semana (1C1S), cada 2 semanas (1C2S) o cada 3 semanas (1C3S) o tres
administraciones durante 4 semanas (3C4S), de modo que el paciente reciba dieciséis o doce ciclos de CAF-AXL a
intervalos de tres semanas o cuatro semanas durante, p. €j., 48 semanas, alargando, acortando o repitiendo la pauta
terapéutica seglin determine el médico responsable.

En un aspecto, la divulgacién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en un
sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL
humana, (ii) un inhibidor de BRAF seleccionado de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib y sorafenib o un anéalogo o
derivado terapéuticamente eficaz de cualquiera de los mismos; y iii) un inhibidor de MEK seleccionado de trametinib,
cobimetinib, binimetinib y selumetinib, 0 un analogo o derivado terapéuticamente eficaz o cualquiera de los mismos;
en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF que permite la inhibicién de la actividad cinasa del BRAF
mutante a través del inhibidor de BRAF, y en donde el CAF, el inhibidor de BRAF y el inhibidor de MEK se administran
de manera simultanea, por separado o de manera secuencial en cantidades terapéuticamente eficaces. En una
realizacion, la mutacidén se encuentra en un resto de BRAF seleccionado de V600, L597 y K601, tal como una mutacién
seleccionada de VB00E, V600K, V600D, L597R y KB601E, tal como VB0O0OE. En una realizacién particular de la
divulgacién, el melanoma no lleva una mutacién activadora en NRAS.

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién
con vemurafenib de la actividad de la cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto
(i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana y (ii) vemurafenib, o un analogo o derivado del
mismo terapéuticamente eficaz, en donde (i) y (ii) se administran de manera simultanea, por separado o de manera
secuencial. En una realizacion de la divulgacién, el melanoma es resistente a vemurafenib. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con vemurafenib, o puede estar en tratamiento con vemurafenib. Como
alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con otro inhibidor de BRAF, p. ej., dabrafenib,
encorafenib o sorafenib; o puede estar en tratamiento con otro inhibidor de BRAF, p. ej., dabrafenib, encorafenib o
sorafenib. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En una realizacién, el melanoma es un
melanoma que expresa AXL. En otra realizacion de la divulgacién, el melanoma no es resistente a vemurafenib y/o no
se ha tratado anteriormente con vemurafenib. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién es una sustitucion de
aminoécidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgaciéon, la mutacién se selecciona de
VB00E, V600D, V600K, L597R y KBO1E. El vemurafenib se administra normalmente en una cantidad terapéuticamente
eficaz de acuerdo con una pauta posolégica adecuada. Por ejemplo, vemurafenib puede administrarse por via oral a
una dosis de aproximadamente 200-2000 mg, 500-1500 mg, tal como de aproximadamente 1000 mg al dia, p. €],
960 mg, administrados en 4 comprimidos de 240 mg cada 12 horas (con un intervalo aproximado de 12 horas).

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con dabrafenib
de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, el método comprende administrar al sujeto (i) un CAF que comprende
un anticuerpo que se une a AXL humana y (ii) dabrafenib, o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz,
en donde (i) y (ii) se administran de manera simultanea, por separado o de manera secuencial. En una realizaciéon de
la divulgacién, el melanoma es resistente a dabrafenib. Por ejemplo, el melanoma puede haberse tratado
anteriormente con dabrafenib, o puede estar en tratamiento con dabrafenib. Como alternativa, el melanoma puede
haberse tratado anteriormente con otro inhibidor de BRAF, p. ej., vemurafenib, encorafenib o sorafenib; o puede estar
en tratamiento con otro inhibidor de BRAF, p. ej., vemurafenib, encorafenib o sorafenib. El melanoma puede ser, por
ejemplo, un melanoma recidivante. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa
AXL. En otra realizacién, el melanoma no es resistente a dabrafenib y/o no se ha tratado anteriormente con dabrafenib.
En una realizacién de la divulgacién, la mutacién es una sustitucién de aminoécidos en el resto V600, L597 y/o K&01.
En una realizacién de la divulgacion, la mutaciéon se selecciona de V600OE, V600D, V600K, L597R y K601E. El
dabrafenib se administra normalmente en una cantidad terapéuticamente eficaz y de acuerdo con una pauta
posolégica adecuada. Dabrafenib puede administrase al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de
aproximadamente 50-300 mg, tal como de aproximadamente 100-200 mg, tal como de aproximadamente 150 mg, una
o dos veces al dia o0 cada 2 o 3 dias. Preferentemente, el dabrafenib se administra en forma de 150 mg por via oral
dos veces al dia, p. €j,, al menos 1 hora antes de comer o al menos 2 horas después de comer.

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién
con encorafenib de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, el método comprende administrar al sujeto (i) un CAF
que comprende un anticuerpo que se une a AXL humana vy (ii) encorafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz, en donde (i) y (ii) se administran de manera simultdnea, por separado o de manera
secuencial. En una realizacién de la divulgacidn, el melanoma es resistente a encorafenib. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con encorafenib, o puede estar en tratamiento con encorafenib. Como
alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con otro inhibidor de BRAF, p. ej., vemurafenib,
dabrafenib o sorafenib; o puede estar en tratamiento con otro inhibidor de BRAF, p. ej., vemurafenib, dabrafenib o
sorafenib. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En una realizacién, el melanoma es un
melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la divulgacién, el melanoma no es resistente a encorafenib y/o no
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se ha tratado anteriormente con encorafenib. En una realizaciéon, la mutacién es una sustitucién de aminoacidos en el
resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacién, la mutacidén se selecciona de VE00OE, V600D, V600K,
L597R y KBO1E. El encorafenib se administra normalmente en una cantidad terapéuticamente eficaz y de acuerdo con
una pauta posolégica adecuada. Encorafenib puede administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total de
600 mg, tal como de 400 mg, tal como de 300 mg, tal como de 200 mg, tal como de 100 mg una o dos veces al dia o
cada 2, 3 0 4 dias, tal como de 300 mg una vez al dia.

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, opcionalmente, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF, comprendiendo el método
administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana y (ii) sorafenib, o un
analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz, en donde (i) y (ii) se administran de manera simultanea, por
separado o de manera secuencial. En una realizacion, el melanoma es resistente a sorafenib. Por ejemplo, el
melanoma puede haberse tratado anteriormente con sorafenib, o puede estar en tratamiento con sorafenib. Como
alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con otro inhibidor de BRAF, p. ej., vemurafenib,
dabrafenib o encorafenib; o puede estar en tratamiento con otro inhibidor de BRAF, p. ej., vemurafenib, dabrafenib o
encorafenib. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En una realizacién de la divulgacién, el
melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la divulgacién, el melanoma no es resistente a
sorafenib y/o no se ha tratado anteriormente con sorafenib. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién es una
sustitucion de aminoacidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién se
selecciona de VB600E, V600D, V600K, L597R y KBO1E. El sorafenib se administra normalmente en una cantidad
terapéuticamente eficaz y de acuerdo con una pauta posolégica adecuada. Sorafenib puede administrase, por ejemplo,
por via oral a una dosis total de 200-1600 mg, tal como de 1200 mg, tal como de 800 mg, tal como de 600 mg, tal
como de 400 mg una o dos veces al dia o cada 2, 3 0 4 dias, tal como dos comprimidos de 200 mg dos veces al dia
(equivalente a una dosis diaria total de 800 mg).

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que
se une a la AXL humana vy (ii) trametinib, o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz, en donde (i) y
(i) se administran de manera simultdnea, por separado o de manera secuencial. En una realizacién, el melanoma es
resistente a trametinib. Por ejemplo, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con trametinib, o puede estar
en tratamiento con trametinib. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con otro inhibidor
de MEK, p. ej., binimetinib, cobimetinib o selumetinib; o puede estar en tratamiento con otro inhibidor de MEK, p. ej,,
binimetinib, cobimetinib o selumetinib. EI melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En una
realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la divulgacién, el
melanoma no es resistente a trametinib y/o no se ha tratado anteriormente con trametinib. En una realizacién, el
melanoma presenta una mutacién en NRAS, tal como en un resto de NRAS seleccionado de Q61, G12 y G13, tal
como una mutacién en NRAS seleccionada de Q61R, Q61K, Q61L, G12D, G128, G12C, G12V, G13D y G13R. El
trametinib se administra normalmente en una cantidad terapéuticamente eficaz y de acuerdo con una pauta posolégica
adecuada. El dabrafenib puede administrase al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 50-
300 mg, tal como de aproximadamente 100-200 mg, tal como de aproximadamente 150 mg, una o dos veces al dia o
cada 2 o 3 dias. Preferentemente, el dabrafenib se administra en forma de 150 mg por via oral dos veces al dia, p. €j.,
al menos 1 hora antes de comer o al menos 2 horas después de comer.

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la
AXL humana y (ii) cobimetinib, o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz, en donde (i) y (ii) se
administran de manera simultdnea, por separado o de manera secuencial. En una realizacién de la divulgacién, el
melanoma es resistente a cobimetinib. Por ejemplo, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con
cobimetinib, o puede estar en tratamiento con cobimetinib. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado
anteriormente con otro inhibidor de MEK, p. ej., trametinib, binimetinib o selumetinib; o puede estar en tratamiento con
otro inhibidor de MEK, p. ej., trametinib, binimetinib o selumetinib. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma
recidivante. En una realizacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién, el melanoma no
es resistente a cobimetinib y/o no se ha tratado anteriormente con cobimetinib. En una realizacién, el melanoma
presenta una mutacién en NRAS, tal como en un resto de NRAS seleccionado de Q61, G12 y G13, tal como una
mutacién en NRAS seleccionada de Q61R, Q61K, Q61L, G12D, G128, G12C, G12V, G13D y G13R. El cobimetinib
se administra normalmente en una cantidad terapéuticamente eficaz y de acuerdo con una pauta posolbgica
adecuada. Cobimetinib puede administrarse al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 10 a
100 mg, tal como de aproximadamente 30 a 80 mg, tal como de aproximadamente 60 mg al dia, opcionalmente
dividida en 2, 3 o 4 dosis distintas. Preferentemente, el cobimetinib se administra a una dosis de 60 mg al dia (3
comprimidos de 20 mg) en ciclos de 28 dias, en donde el farmaco se toma durante 21 dias consecutivos, seguido de
un descanso de 7 dias.

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que
se une a la AXL humana y (ii) binimetinib, 0 un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz, en donde (i) y
(i) se administran de manera simultdnea, por separado o de manera secuencial. En una realizacién, el melanoma es
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resistente a binimetinib. Por ejemplo, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con binimetinib, o puede estar
en tratamiento con binimetinib. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con otro inhibidor
de MEK, p. ej., trametinib, cobimetinib o selumetinib; o puede estar en tratamiento con otro inhibidor de MEK, p. €j,,
trametinib, cobimetinib o selumetinib. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En una
realizacion, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la divulgacién, el melanoma no es
resistente a binimetinib y/o no se ha tratado anteriormente con binimetinib. En una realizacién de la divulgacién, el
melanoma presenta una mutacién en NRAS, tal como en un resto de NRAS seleccionado de Q61, G12 y G13, tal
como una mutacién en NRAS seleccionada de Q61R, Q61K, Q61L, G12D, G128, G12C, G12V, G13D y G13R. El
binimetinib se administra normalmente en una cantidad terapéuticamente eficaz y de acuerdo con una pauta
posolégica adecuada. Binimetinib puede administrarse al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de
aproximadamente 10-200 mg, tal como de 150 mg, tal como de 100 mg, tal como de 90 mg, tal como de 45 mg, tal
como de 30 mg, tal como de 20 mg una o dos veces al dia, o cada 2, 3 0 4 dias, tal como de 45 mg dos veces al dia.

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que
se une a la AXL humana y (ii) selumetinib, o un anéalogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz, en donde (i) y
(ii) se administran de manera simultanea, por separado o de manera secuencial. En una realizacion de la divulgacién,
el melanoma es resistente a selumetinib. Por ejemplo, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con
selumetinib, o puede estar en tratamiento con selumetinib. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado
anteriormente con otro inhibidor de MEK, p. ej., trametinib, cobimetinib o binimetinib; o puede estar en tratamiento con
otro inhibidor de MEK, p. ej., trametinib, cobimetinib o binimetinib. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma
recidivante. En una realizacién de la divulgacion, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién
de la divulgacién, el melanoma no es resistente a selumetinib y/o no se ha tratado anteriormente con selumetinib. En
una realizacién de la divulgacién, el melanoma presenta una mutacién en NRAS, tal como en un resto de NRAS
seleccionado de Q61, G12 y G13, tal como una mutacién en NRAS seleccionada de Q61R, Q61K, Q61L, G12D, G128,
G12C, G12V, G13D y G13R. El selumetinib se administra normalmente en una cantidad terapéuticamente eficaz y de
acuerdo con una pauta posolégica adecuada. Selumetinib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis
de aproximadamente 50-225 mg, tal como de 75 mg, 100 mg, 125 mg, 150 mg, 175 mg, 200 mg o0 225 mg una o dos
veces al dia, tal como dos veces al dia, opcionalmente en un pauta terapéutica en la que se administra durante tres
dias seguido de cuatro dias de descanso en ciclos de cuatro semanas.

En una realizacién del CAF-AXL para su uso en un método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones
anteriores, el melanoma presenta una mutacién en NRAS, p. ¢€j., una mutacién activadora en NRAS, tal como en un
resto de NRAS seleccionado de Q61, G12 y G13, tal como una mutacién en NRAS seleccionada de Q61R, Q61K,
QB1L, G12D, G128, G12C, G12V, G13D y G13R.

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con dabrafenib
de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que
comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) dabrafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) trametinib o un anéalogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente a dabrafenib, trametinib o0 ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con dabrafenib, trametinib o ambos, o puede estar en tratamiento con dabrafenib,
trametinib o ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con otro inhibidor de BRAF,
inhibidor de MEK, o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En una realizacién, el
melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién, el melanoma no es resistente a dabrafenib ni a
trametinib y/o no se ha tratado anteriormente con dabrafenib o trametinib. En una realizacién de la divulgacion, la
mutacidn es una sustitucién de aminoacidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacién, la
mutacién en BRAF se selecciona de V600E, V600D, V600K, L597R y KB01E. El dabrafenib puede administrase al
sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 50-300 mg, tal como de aproximadamente 100-
200 mg, tal como de aproximadamente 150 mg, una o dos veces al dia o cada 2 o 3 dias. Preferentemente, el
dabrafenib se administra en forma de 150 mg por via oral dos veces al dia, p. €j., al menos 1 hora antes de comer o
al menos 2 horas después de comer. El trametinib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de
aproximadamente 0,5 a 5 mg, tal como de aproximadamente 1 a 4 mg, tal como de aproximadamente 2-3 mg, tal como
de aproximadamente 2 mg, una o dos veces al dia o cada 2, 3 o 4 dias, tal como una vez al dia.

En una realizacién, la divulgacién se refiere a un método de tratamiento de un melanoma resistente a dabrafenib,
trametinib 0 ambos en un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la
inhibicién con dabrafenib de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al
sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) dabrafenib, o un analogo o derivado
del mismo terapéuticamente eficaz y (iii) trametinib o un anélogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En
una realizacién de la divulgacién, el cdncer es un cancer que expresa AXL. En una realizacién, la mutacién es una
sustitucion de aminoacidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién se
selecciona de V600E, V600D, V600K, L597R y K601E. El dabrafenib puede administrase al sujeto, por ejemplo, por
via oral a una dosis de aproximadamente 50-300 mg, tal como de aproximadamente 100-200 mg, tal como de
aproximadamente 150 mg, una o dos veces al dia o cada 2 o 3 dias. Preferentemente, el dabrafenib se administra en
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forma de 150 mg por via oral dos veces al dia, p. €j., al menos 1 hora antes de comer o al menos 2 horas después de
comer. El trametinib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 0,5 a 5 mg, tal
como de aproximadamente 1 a 4 mg, tal como de aproximadamente 2-3 mg, tal como de aproximadamente 2 mg, una
o dos veces al dia o cada 2, 3 o0 4 dias, tal como una vez al dia.

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con vemurafenib
de la actividad de la cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que
comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (i) vemurafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) trametinib o un anéalogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente a vemurafenib, trametinib o ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con vemurafenib, trametinib o ambos, o puede estar en tratamiento con
vemurafenib, trametinib o ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con otro
inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK, o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En
una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la divulgacién,
el melanoma no es resistente a vemurafenib ni a trametinib y/o no se ha tratado anteriormente con vemurafenib o
trametinib. En una realizacién, la mutacién en BRAF es una sustitucién de aminoacidos en el resto V600, L597 y/o
K601. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién se selecciona de V600E, V600D, V600K, L597R y K601E. El
vemurafenib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 200-2000 mg, 500-
1500 mg, tal como de aproximadamente 1000 mg al dia, p. ej., 960 mg, administrados en 4 comprimidos de 240 mg
cada 12 horas (con un intervalo aproximado de 12 horas). El trametinib puede administrarse, por ejemplo, por via oral
a una dosis de aproximadamente 0,5 a 5 mg, tal como de aproximadamente 1 a 4 mg, tal como de aproximadamente
2-3 mg, tal como de aproximadamente 2 mg, una o dos veces al dia o cada 2, 3 o 4 dias, tal como una vez al dia.

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con encorafenib
de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que
comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) encorafenib, o un anélogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) trametinib o un anéalogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacion de la divulgacién, el melanoma es resistente a encorafenib, trametinib 0 ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con encorafenib, trametinib o ambos, o puede estar en tratamiento con
encorafenib, trametinib o ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con otro
inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK, o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En
una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la divulgacién,
el melanoma no es resistente a encorafenib ni a trametinib y/o no se ha tratado anteriormente con encorafenib o
trametinib. En una realizacién, la mutacién en BRAF es una sustitucién de aminoacidos en el resto V600, L597 y/o
K601. En una realizacién, la mutacién se selecciona de V600E, V600D, V600K, L597R y KB01E. El encorafenib puede
administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total de 600 mg, tal como de 400 mg, tal como de 300 mg, tal como
de 200 mg, tal como de 100 mg una o dos veces al dia 0 cada 2, 3 o0 4 dias, tal como una vez al dia (CD). El trametinib
puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 05 a 5mg, tal como de
aproximadamente 1 a 4 mg, tal como de aproximadamente 2-3 mg, tal como de aproximadamente 2 mg, una o dos
veces al dia o cada 2, 3 0 4 dias, tal como una vez al dia.

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, opcionalmente, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF, comprendiendo el
método administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) sorafenib, o
un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz y (iii) trametinib o un anélogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz. En una realizacion, el melanoma es resistente a sorafenib, trametinib o ambos. Por ejemplo,
el melanoma puede haberse tratado anteriormente con sorafenib, trametinib 0 ambos, o puede estar en tratamiento
con sorafenib, trametinib o ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con otro
inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK, o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En
una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la divulgacién,
el melanoma no es resistente a sorafenib ni a trametinib y/o no se ha tratado anteriormente con sorafenib o trametinib.
En una realizacién de la divulgacién, la mutacién en BRAF es una sustitucién de aminoacidos en el resto V600, L597
y/o K601. En una realizacién, la mutacién se selecciona de V600E, V600D, V600K, L597R y K601E. El sorafenib puede
administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total de 200-1600 mg, tal como de 1200 mg, tal como de 800 mg,
tal como de 600 mg, tal como de 400 mg una o dos veces al dia o cada 2, 3 o0 4 dias, tal como dos comprimidos de
200 mg dos veces al dia (equivalente a una dosis diaria total de 800 mg). El trametinib puede administrarse, por
ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 0,5 a 5 mg, tal como de aproximadamente 1 a 4 mg, tal como
de aproximadamente 2-3 mg, tal como de aproximadamente 2 mg, una o dos veces al dia o cada 2, 3 o 4 dias, tal
como una vez al dia.

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién
con dabrafenib de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un
CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) dabrafenib, o un analogo o derivado del mismo
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terapéuticamente eficaz y (iii) cobimetinib o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacion, el melanoma es resistente a dabrafenib, cobimetinib 0 ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con dabrafenib, cobimetinib o ambos, o puede estar en tratamiento con
dabrafenib, cobimetinib o ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede estar
en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra
realizacién, el melanoma no es resistente a dabrafenib ni a cobimetinib y/o no se ha tratado anteriormente con
dabrafenib o cobimetinib. En una realizacién de la divulgacion, la mutacién es una sustitucién de aminoacidos en el
resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién en BRAF se selecciona de V600E,
V600D, V600K, L597R y K601E. El dabrafenib puede administrase al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de
aproximadamente 50-300 mg, tal como de aproximadamente 100-200 mg, tal como de aproximadamente 150 mg, una
o dos veces al dia o cada 2 o 3 dias. Preferentemente, el dabrafenib se administra en forma de 150 mg por via oral
dos veces al dia, p. €j,, al menos 1 hora antes de comer o al menos 2 horas después de comer.

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién
con vemurafenib de la actividad de la cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto
(i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) vemurafenib, o un anéalogo o derivado del
mismo terapéuticamente eficaz y (iii) cobimetinib o un anélogo o derivado del mismo terapéuticamente. En una
realizacién de la divulgacion, el melanoma es resistente a vemurafenib, cobimetinib o ambos. Por ejemplo, el
melanoma puede haberse tratado anteriormente con vemurafenib, cobimetinib o ambos, o puede estar en tratamiento
con vemurafenib, cobimetinib 0 ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede
estar en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la
divulgacién, el melanoma no es resistente a vemurafenib ni a cobimetinib y/o no se ha tratado anteriormente con
vemurafenib o cobimetinib. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién es una sustitucién de aminoacidos en el
resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién en BRAF se selecciona de V600E,
V600D, V600K, L597R y KBO1E. El vemurafenib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de
aproximadamente 200-2000 mg, 500-1500 mg, tal como de aproximadamente 1000 mg al dia, p. ej., 960 mg,
administrados en 4 comprimidos de 240 mg cada 12 horas (con un intervalo aproximado de 12 horas).

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién
con encorafenib de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un
CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) encorafenib, o un anélogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) cobimetinib o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente a encorafenib, cobimetinib o ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con encorafenib, cobimetinib o ambos, o puede estar en tratamiento con
encorafenib, cobimetinib 0 ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede estar
en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la
divulgaciéon, el melanoma no es resistente a encorafenib ni a cobimetinib y/o no se ha tratado anteriormente con
encorafenib o cobimetinib. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién en BRAF es una sustituciéon de
aminoécidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgaciéon, la mutacién se selecciona de
VE00E, V600D, V600K, L597R y KB01E. El encorafenib puede administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total
de 600 mg, tal como de 400 mg, tal como de 300 mg, tal como de 200 mg, tal como de 100 mg una o dos veces al dia
o cada 2, 3 0 4 dias, tal como una vez al dia (CD).

En una realizacién de la divulgacion, la invencién se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un
melanoma en un sujeto, opcionalmente, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF, comprendiendo el
método administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) sorafenib, o
un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz y (iii) cobimetinib o un anélogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente a sorafenib, cobimetinib o
ambos. Por ejemplo, el melanoma puede haberse tratado anteriormente con sorafenib, cobimetinib 0 ambos, o puede
estar en tratamiento con sorafenib, cobimetinib o ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado
anteriormente, o puede estar en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma
puede ser, por ejemplo, un melanoma recidivante. En una realizacidén, el melanoma es un melanoma que expresa
AXL. En ofra realizacién de la divulgacion, el melanoma no es resistente a sorafenib ni a cobimetinib y/o no se ha
tratado anteriormente con sorafenib o cobimetinib. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién en BRAF es una
sustitucién de aminoacidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién, la mutacién se selecciona de V600E,
V600D, V600K, L597R y KBO1E. El sorafenib puede administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total de 200-
1600 mg, tal como de 1200 mg, tal como de 800 mg, tal como de 600 mg, tal como de 400 mg una o dos veces al dia
o cada 2, 3 0 4 dias, tal como dos comprimidos de 200 mg dos veces al dia (equivalente a una dosis diaria total de
800 mg).

El cobimetinib puede administrarse al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 10 a 100 mg,
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tal como de aproximadamente 30 a 80 mg, tal como de aproximadamente 60 mg al dia, opcionalmente dividida en 2,
3 0 4 dosis distintas. Preferentemente, el cobimetinib se administra a una dosis de 60 mg al dia (3 comprimidos de 20
mg) en ciclos de 28 dias, en donde el farmaco se toma durante 21 dias consecutivos, seguido de un descanso de 7
dias.

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con dabrafenib
de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que
comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) dabrafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) binimetinib o un anélogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacion de la divulgacién, el melanoma es resistente a dabrafenib, binimetinib o ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con dabrafenib, binimetinib o ambos, o puede estar en tratamiento con
dabrafenib, binimetinib o ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede estar
en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra
realizacién de la divulgacién, el melanoma no es resistente a dabrafenib ni a binimetinib y/o no se ha tratado
anteriormente con dabrafenib o binimetinib. En una realizacién de la divulgacion, la mutacién en BRAF es una
sustitucion de aminoacidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién se
selecciona de V600E, V600D, V600K, L597R y K601E. El dabrafenib puede administrase al sujeto, por ejemplo, por
via oral a una dosis de aproximadamente 50-300 mg, tal como de aproximadamente 100-200 mg, tal como de
aproximadamente 150 mg, una o dos veces al dia o cada 2 o 3 dias. Preferentemente, el dabrafenib se administra en
forma de 150 mg por via oral dos veces al dia, p. €j., al menos 1 hora antes de comer o al menos 2 horas después de
comer.

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con vemurafenib
de la actividad de la cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que
comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (i) vemurafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) binimetinib o un anélogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente a vemurafenib, binimetinib o ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con vemurafenib, binimetinib o ambos, o puede estar en tratamiento con
vemurafenib, binimetinib 0 ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede estar
en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra
realizacion de la divulgacién, el melanoma no es resistente a vemurafenib ni a binimetinib y/o no se ha tratado
anteriormente con vemurafenib o binimetinib. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién en BRAF es una
sustitucién de aminoacidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién, la mutacién se selecciona de V600E,
V600D, V600K, L597R y KBO1E. El vemurafenib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de
aproximadamente 200-2000 mg, 500-1500 mg, tal como de aproximadamente 1000 mg al dia, p. ej., 960 mg,
administrados en 4 comprimidos de 240 mg cada 12 horas (con un intervalo aproximado de 12 horas).

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con encorafenib
de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que
comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) encorafenib, o un anélogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) binimetinib o un anélogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente a encorafenib, binimetinib o ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con encorafenib, binimetinib o ambos, o puede estar en tratamiento con
encorafenib, binimetinib o0 ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede estar
en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra
realizacién de la divulgacién, el melanoma no es resistente a encorafenib ni a binimetinib y/o no se ha tratado
anteriormente con encorafenib o binimetinib. En una realizacién de la divulgaciéon, la mutacién en BRAF es una
sustitucion de aminoacidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién se
selecciona de V600E, V600D, V600K, L597R y KB01E. El encorafenib puede administrase, por ejemplo, por via oral a
una dosis total de 600 mg, tal como de 400 mg, tal como de 300 mg, tal como de 200 mg, tal como de 100 mg una o
dos veces al dia 0 cada 2, 3 o0 4 dias, tal como una vez al dia (CD).

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, opcionalmente, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF, comprendiendo el método
administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) sorafenib, o un analogo
o derivado del mismo terapéuticamente eficaz y (iii) binimetinib o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente
eficaz. En una realizacién de la divulgacion, el melanoma es resistente a sorafenib, binimetinib o ambos. Por ejemplo,
el melanoma puede haberse tratado anteriormente con sorafenib, binimetinib 0 ambos, o puede estar en tratamiento
con sorafenib, binimetinib 0 ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede
estar en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
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melanoma recidivante. En una realizacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la
divulgacién, el melanoma no es resistente a sorafenib ni a binimetinib y/o no se ha tratado anteriormente con sorafenib
o binimetinib. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién es una sustitucién de aminoacidos en el resto V600,
L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacidn, la mutacién en BRAF se selecciona de V600E, V600D, V600K,
L597R y KBO1E. El sorafenib puede administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total de 200-1600 mg, tal como
de 1200 mg, tal como de 800 mg, tal como de 600 mg, tal como de 400 mg una o dos veces al diaocada2, 304
dias, tal como dos comprimidos de 200 mg dos veces al dia (equivalente a una dosis diaria total de 800 mg).

El binimetinib puede administrarse al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 10-200 mg, tal
como de 150 mg, tal como de 100 mg, tal como de 90 mg, tal como de 45 mg, tal como de 30 mg, tal como de 20 mg
una o dos veces al dia, o cada 2, 3 o0 4 dias, tal como de 45 mg dos veces al dia.

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con dabrafenib
de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que
comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) dabrafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) selumetinib o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente a dabrafenib, selumetinib o ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con dabrafenib, selumetinib o ambos, o puede estar en tratamiento con
dabrafenib, selumetinib 0 ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede estar
en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra
realizacién, el melanoma no es resistente a dabrafenib ni a selumetinib y/o no se ha tratado anteriormente con
dabrafenib o selumetinib. En una realizacién de la divulgacion, la mutacién es una sustitucién de aminoacidos en el
resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién, la mutacién se selecciona de V600E, V600D, V600K, L597R y K601E.
El dabrafenib puede administrase al sujeto, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 50-300 mg, tal
como de aproximadamente 100-200 mg, tal como de aproximadamente 150 mg, una o dos veces aldiaocada20 3
dias. Preferentemente, el dabrafenib se administra en forma de 150 mg por via oral dos veces al dia, p. €j., al menos
1 hora antes de comer o al menos 2 horas después de comer.

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con vemurafenib
de la actividad de la cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que
comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (i) vemurafenib, o un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) selumetinib o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacion, el melanoma es resistente a vemurafenib, selumetinib o ambos. Por ejemplo, el
melanoma puede haberse tratado anteriormente con vemurafenib, selumetinib o ambos, o puede estar en tratamiento
con vemurafenib, selumetinib 0 ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede
estar en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién, el
melanoma no es resistente a vemurafenib ni a selumetinib y/o no se ha tratado anteriormente con vemurafenib o
selumetinib. En una realizacién de la divulgacion, la mutacion en BRAF es una sustitucién de aminoécidos en el resto
V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién se selecciona de V600E, V600D, V600K,
L597R y K601E. El vemurafenib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 200-
2000 mg, 500-1500 mg, tal como de aproximadamente 1000 mg al dia, p. ej., 960 mg, administrados en 4 comprimidos
de 240 mg cada 12 horas (con un intervalo aproximado de 12 horas).

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF y la mutacién permite la inhibicién con encorafenib
de la actividad cinasa BRAF del BRAF mutante, comprendiendo el método administrar al sujeto (i) un CAF que
comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) encorafenib, o un anélogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz y (iii) selumetinib o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz. En una
realizacién de la divulgacién, el melanoma es resistente a encorafenib, selumetinib o ambos. Por ejemplo, el melanoma
puede haberse tratado anteriormente con encorafenib, selumetinib o ambos, o puede estar en tratamiento con
encorafenib, selumetinib o0 ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede estar
en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra realizacién de la
divulgaciéon, el melanoma no es resistente a encorafenib ni a selumetinib y/o no se ha tratado anteriormente con
encorafenib o selumetinib. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién en BRAF es una sustituciéon de
aminoécidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgaciéon, la mutacién se selecciona de
VE00E, V600D, V600K, L597R y KBO1E. El encorafenib puede administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total
de 600 mg, tal como de 400 mg, tal como de 300 mg, tal como de 200 mg, tal como de 100 mg una o dos veces al dia
o cada 2, 3 0 4 dias, tal como una vez al dia (CD).

En una realizacién, la divulgacion se refiere al uso de un CAF-AXL en un método de tratamiento de un melanoma en
un sujeto, opcionalmente, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF, comprendiendo el método
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administrar al sujeto (i) un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana, (ii) sorafenib, o un analogo
o derivado del mismo terapéuticamente eficaz y (iii) selumetinib o un anélogo o derivado del mismo terapéuticamente
eficaz. En una realizacion de la divulgacién, el melanoma es resistente a sorafenib, selumetinib o ambos. Por ejemplo,
el melanoma puede haberse tratado anteriormente con sorafenib, selumetinib 0 ambos, o puede estar en tratamiento
con sorafenib, selumetinib o ambos. Como alternativa, el melanoma puede haberse tratado anteriormente, o puede
estar en tratamiento, con otro inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o ambos. El melanoma puede ser, por ejemplo, un
melanoma recidivante. En una realizacién de la divulgacién, el melanoma es un melanoma que expresa AXL. En otra
realizacién de la divulgacidén, el melanoma no es resistente a sorafenib ni a selumetinib y/o no se ha tratado
anteriormente con sorafenib o selumetinib. En una realizacién de la divulgacién, la mutacién es una sustituciéon de
aminoécidos en el resto V600, L597 y/o K601. En una realizacién de la divulgaciéon, la mutacién se selecciona de
VE00E, V600D, V600K, L597R y K601E. El sorafenib puede administrase, por ejemplo, por via oral a una dosis total
de 200-1600 mg, tal como de 1200 mg, tal como de 800 mg, tal como de 600 mg, tal como de 400 mg una o dos veces
al dia o cada 2, 3 0 4 dias, tal como dos comprimidos de 200 mg dos veces al dia (equivalente a una dosis diaria total
de 800 mg).

Selumetinib puede administrarse, por ejemplo, por via oral a una dosis de aproximadamente 50-225 mg, tal como de
75 mg, 100 mg, 125 mg, 150 mg, 175 mg, 200 mg o 225 mg una o dos veces al dia, tal como dos veces al dia,
opcionalmente en un pauta terapéutica en la que se administra durante tres dias seguido de cuatro dias de descanso
en ciclos de cuatro semanas.

En una realizacién de la divulgacién del CAF-AXL para su uso en un método de acuerdo con una cualquiera de las
realizaciones anteriores, el melanoma no presenta una mutacién en NRAS, tal como en un resto de NRAS
seleccionado de Q.61, G12 y G13, tal como una mutacién en NRAS seleccionada de Q61R, Q61K, Q61L, G12D,
G128, G12C, G12V, G13D y G13R. En dichas realizaciones, uno o mas inhibidores de la via MAPK, p. ej., el inhibidor
de serina/treonina cinasa, puede comprender o consistir en un BRAFi, p. ej., vemurafenib, dabrafenib, encorafenib o
sorafenib.

En una realizacién particular de los aspectos anteriores de la divulgacién, el CAF-AXL se usa junto con uno 0 mas
inhibidores de la via MAPK, tal como al menos un inhibidor de serinal/treonina cinasa, para tratar el melanoma
recurrente en un sujeto, cuando el melanoma reaparece después de un tratamiento inicial con un inhibidor de
serina/treonina cinasa. En caso de que el cancer reaparezca de nuevo después del tratamiento inicial con CAF-AXL,
el CAF-AXL puede usarse de nuevo, junto con el al menos un inhibidor de serina/treonina cinasa, para tratar el cancer
recurrente.

En un aspecto de la divulgacién, la invencion se refiere a un método de seleccién de un sujeto que padece un
melanoma para su tratamiento con una combinacién de un CAF-AXL y al menos un S/Th Kl, que comprende determinar
(a) si el sujeto cumple los criterios para el tratamiento con un S/Th Ki;

(b) si la expresion de AXL en el melanoma esta asociada a la resistencia al S/Th KI; y

(c) seleccionar a un sujeto que cumpla los criterios para el tratamiento con el S/Th Kl y que padezca un melanoma en
el que la expresién de AXL esté asociada a la resistencia al S/Th KL

En un aspecto, la divulgacién se refiere a un método de tratamiento de un sujeto al que se le ha diagnosticado un
melanoma que es, o tiene una alta tendencia a ser, resistente a vemurafenib o a un analogo o derivado del mismo
terapéuticamente eficaz, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un CAF que comprende
un anticuerpo que se une a la AXL humana y al menos un inhibidor de la via MAPK, tal como, p. €j., un inhibidor de
serina/treonina cinasa.

En un aspecto, la divulgacién se refiere a un método para determinar si un sujeto que padece melanoma es apto para
el tratamiento con una combinacién de (i) un BRAFi tal como vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib o un
analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz, (ii) un MEKI tal como dabrafenib, cobimetinib, binimetinib,
selumetinib o un analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz, y (iii) un CAF que comprende un anticuerpo
que se une a la AXL humana, en donde el sujeto esté recibiendo o ha recibido tratamiento con el BRAFi, el MEKI o
ambos, y se determina o sospecha que es resistente al BRAFi, MEKi o ambos, determinando asi que el sujeto es apto
para el tratamiento. En otro aspecto de la divulgacién puede determinarse si el melanoma expresa AXL.

En una realizacién de la divulgacién, se ha determinado que el melanoma resistente que se va a tratar con un contra
CAF-AXL expresa AXL.

En una realizacion particular de la divulgacién, esto se consigue detectando los niveles de antigeno AXL o los niveles
de células que expresan AXL en su superficie celular en una muestra, p. ej., una muestra de tumor tal como una
biopsia, tomada de un paciente. El paciente puede, por ejemplo, padecer melanoma o estar en riesgo de desarrollar
un melanoma. El antigeno AXL a detectar puede ser antigeno AXL soluble, antigeno AXL asociado a células, o ambos.
La muestra a analizar puede, por ejemplo, ponerse en contacto con un anticuerpo contra AXL en condiciones que
permitan la unién del anticuerpo a la AXL, opcionalmente junto con una muestra de control y/o un anticuerpo de control
que se una a un antigeno irrelevante. Después, puede detectarse la unién del anticuerpo a AXL (p. €j., utilizando un
ELISA). Cuando se utilice una muestra de control junto con la muestra de ensayo, se analiza el nivel de anticuerpo
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contra AXL o de complejo AXL anticuerpo contra-AXL en ambas muestras y un nivel superior estadisticamente
significativo de anticuerpo contra AXL o de complejo AXL anticuerpo contra AXL en la muestra problema muestra un
nivel superior de AXL en la muestra problema en comparacién con la muestra de control, lo que indica una mayor
expresion de AXL. Entre los ejemplos de inmunoensayos convencionales Utiles para tales fines se incluyen, sin
limitacién, ensayos ELISA, RIA, FACS, ensayos de resonancia con plasmén, ensayos cromatogréaficos,
inmunohistoquimica de tejidos, transferencia Western y/o inmunoprecipitacién.

Una muestra de tejido puede tomarse de un tejido que se sabe o se sospecha que contiene antigeno AXL y/o células
que expresan AXL. Por ejemplo, la deteccidn in situ de la expresién de AXL puede realizarse extrayendo de un paciente
una muestra histolégica, tal como una biopsia tumoral 0 una muestra de sangre, y proporcionando el anticuerpo contra
AXL a dicha muestra tras una preparacién adecuada de la misma. El anticuerpo puede proporcionarse aplicando o
superponiendo el anticuerpo a la muestra, que después se detecta utilizando medios adecuados.

En los ensayos anteriores, el anticuerpo contra AXL puede marcarse con una sustancia detectable para permitir la
deteccién del anticuerpo unido a AXL.

El nivel de AXL expresado en las células de una muestra también puede determinarse de acuerdo con el método
descrito en el Ejemplo 17, donde la expresién de AXL en la membrana plasméatica de lineas celulares tumorales
humanas se cuantificé por inmunofluorescencia indirecta mediante anélisis QIFIKIT (DAKO, n.° de cat. K0078),
utilizando un anticuerpo monoclonal contra AXL (en este caso: el anticuerpo monoclonal de ratén ab89224; Abeam,
Cambridge, RU). Resumiendo, se prepara una suspension unicelular y, opcionalmente, se lava. Las siguientes etapas
se realizan en hielo. Se siembran las células, p. ej., a 100.000 células por pocillo o tubo, y posteriormente se
sedimentan y resuspenden en 50 pl de muestra de anticuerpos a una concentracién de 10 pg/ml, opcionalmente
afladiendo un anticuerpo de control a una muestra paralela. Después de una incubacién de 30 minutos a 4 °C, las
células se sedimenan y se resuspenden en 150 pl de tampén FACS, y la cantidad de AXL se determina mediante
anélisis FACS utilizando, p. ej., un anticuerpo secundario, marcado con FITC, que se une a los anticuerpos contra AXL
y de control. Para cada linea celular, la capacidad de unién del anticuerpo (ABC, antibody binding capacity), una
estimacién del nimero de moléculas de AXL expresadas en la membrana plasmatica, se calculé usando la intensidad
de fluorescencia media de las células tefiidas con anticuerpo contra AXL, basandose en la ecuacién de una curva de
calibracién como se describe en el Ejemplo 23 (interpolacién de incégnitas desde la curva estandar). En una
realizacién, usando el método del Ejemplo 23, el nivel de AXL en las células que expresan AXL se estima en al menos
5000, tal como al menos 8000, tal como al menos 13000.

En una realizacién particular de la divulgacién, la presencia o el nivel de células que expresan AXL en un melanoma
se evalla mediante la obtencién de imagenes in vivo de anticuerpos contra AXL marcados de forma detectable de
acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Una sefial significativamente mas alta de un lugar, tal como el lugar
que se conoce o sospecha de un tumor de melanoma, que el fondo u otro control indica sobreexpresién de AXL en el
tumor.

CAF-AXL

Los CAF adecuados para su uso en el contexto de la presente invencién pueden prepararse a partir de cualquier
anticuerpo contra AXL, normalmente un anticuerpo que se une a una regién extracelular de la AXL humana. En una
realizacion de la divulgacién, el anticuerpo contra AXL también se une a una regién extracelular de la AXL de macaco
cangrejero. Los anticuerpos contra AXL preferidos se caracterizan por una o méas de las propiedades de unién a AXL,
secuencias variables o hipervariables, o una combinacién de propiedades de unién y secuencias, expuestas en los
aspectos y realizaciones que se indican a continuacién. En un aspecto particular de la divulgacién, el anticuerpo se
une a AXL pero no compite por la unién de AXL con el ligando 6 especifico de la detencién del crecimiento (Gas6). Lo
méas preferidos son los anticuerpos especificos contra AXL cuyas secuencias se describen en la Tabla 2, en particular
el anticuerpo designado 107 y los anticuerpos que comparten una o mas propiedades de unién a AXL o secuencias
CDR, VH y/o VL con el anticuerpo 107.

Por tanto, en una realizacién particular de cualquier aspecto o realizacién anterior, el anticuerpo contra AXL comprende
al menos una regidén de unién que comprende una regién VH y una regién VL, en donde la regién VH comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la regiéon VL comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 39, GAS y 40.

Preferentemente, el CAF comprende dicho anticuerpo contra AXL unido a un agente citotéxico que es una auristatina
0 un analogo o derivado peptidico funcional de la misma, tal como, p. ej., monometil auristatina E, preferentemente a
través de un enlazador maleimidocaproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxi-carbonilo (mc-vc-PAB).

Particularmente preferido para los aspectos y realizaciones del presente documento es un CAF-AXL en donde el
anticuerpo contra AXL es un anticuerpo de IgG1 de longitud completa que comprende una regién VH y una region VL,
en donde la regién VH comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38, y la regién
VL comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 39, GAS y 40, opcionalmente, en donde las
regiones VH y VL comprenden la SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2, respectivamente, unida a la monometil auristatina E
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mediante un enlazador maleimidocaproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxi-carbonilo (mc-ve-PAB). Dicho CAF-AXL
puede denominarse también en el presente documento "HuMax-CAF-AXL " o0 "IgG1-AXL-107-veMMAE".

El término "anticuerpo" como se utiliza en el presente documento pretende referirse a una molécula de
inmunoglobulina, a un fragmento de una molécula de inmunoglobulina o a un derivado de cualquiera de los mismos,
que tiene la capacidad de unirse especificamente a un antigeno en condiciones fisiolégicas y/o en condiciones
especificas de tumor habituales con una semivida de periodos de tiempo significativos, tal como de al menos
aproximadamente 30 minutos, al menos aproximadamente 45 minutos, al menos aproximadamente una hora, al
menos aproximadamente dos horas, al menos aproximadamente cuatro horas, al menos aproximadamente 8 horas,
al menos aproximadamente 12 horas, aproximadamente 24 horas o mas, aproximadamente 48 horas o mas,
aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7 o mas dias, etc., o cualquier otro periodo relevante funcionalmente definido (tal como
un tiempo suficiente para inducir, promover, mejorar y/o modular una respuesta fisiolégica asociada a la unién del
anticuerpo al antigeno y/o un tiempo suficiente para que el anticuerpo se internalice). La regién de unién (o el dominio
de unién que puede usarse en el presente documento, teniendo ambos el mismo significado) que interactia con un
antigeno, comprende regiones variables de las cadenas pesada y ligera de la molécula de inmunoglobulina. Las
regiones constantes de los anticuerpos (Ab) pueden mediar en la unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores del
hospedador, incluidas diversas células del sistema inmunitario (tales como las células efectoras) y componentes del
sistema del complemento tales como C1q, el primer componente de la via clasica de activacién del complemento.
Como se ha indicado anteriormente, el término anticuerpo como se utiliza en el presente documento, salvo que se
especifique lo contrario o que el contexto lo contradiga claramente, incluye fragmentos de un anticuerpo que conservan
la capacidad de interactuar especificamente, tal como unirse, al antigeno. Se ha demostrado que la funcién de unién
a antigeno de un anticuerpo puede realizarse mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Como
ejemplos de fragmentos de unién que abarca el término "anticuerpo” se incluyen (i) un fragmento Fab' o Fab, un
fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH CL y CH1, o un anticuerpo monovalente como se
describe en el documento WO 2007/059782; (ii) fragmentos F(ab'),, fragmentos bivalentes que comprenden dos
fragmentos Fab enlazados por un puente disulfuro en la regién de bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste
esencialmente en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste esencialmente en los dominios VL y VH
de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., 1989), que consiste esencialmente en un dominio
VH y también se denomina anticuerpo de dominio (Holt et a/., 2003); (vi) camélidos 0 nanocuerpos (Revets et al.,
2005) y (vii) una regién determinante de la complementariedad (CDR) aislada. Por otro lado, aunque los dos dominios
del fragmento Fv, VL y VH, estén codificados por genes distintos, estos pueden unirse, usando métodos
recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permite formarse como una Unica cadena de proteina en la
cual las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como anticuerpos
monocatenarios o Fv monocatenarios (scFv), véase por ejemplo Bird et al. (1988) y Huston et al. (1988). Dichos
anticuerpos monocatenarios se incluyen en la expresién anticuerpo salvo que se indique lo contrario o lo indique
claramente el contexto. Aunque dichos fragmentos se incluyen generalmente dentro del significado de anticuerpo,
colectivamente y cada uno de forma independiente son caracteristicas Unicas de la presente invencién, exhibiendo
diferentes propiedades biolégicas y utilidad. Estos y otros fragmentos de anticuerpos utiles en el contexto de la
presente invencién se analizan mas detalladamente en el presente documento. También debe entenderse que el
término anticuerpo, salvo que se indique lo contrario, también incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoclonales (mAb), polipéptidos similares a anticuerpos, tales como anticuerpos quiméricos y anticuerpos
humanizados, asi como "fragmentos de anticuerpo" o "fragmentos del mismo" que conservan la capacidad de unirse
especificamente al antigeno (fragmentos de unién a antigeno) proporcionados por cualquier técnica conocida, tal como
escisién enzimatica, sintesis peptidica y técnicas recombinantes, y conservando la capacidad de conjugarse con una
toxina. Un anticuerpo generado puede poseer cualquier isotipo.

La expresién "cadena pesada de inmunoglobulina" o "cadena pesada de una inmunoglobulina”, como se utiliza en el
presente documento, pretender referirse a una de las cadenas pesadas de una inmunoglobulina. Una cadena pesada
normalmente comprende una regién variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como VH) y
una region constante de cadena pesada (abreviada en el presente documento como CH) que define el isotipo de la
inmunoglobulina. La regién constante de cadena pesada normalmente comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. El
término "inmunoglobulina”, como se utiliza en el presente documento, pretende referirse a una clase de glucoproteinas
estructuralmente relacionadas que consisten en dos pares de cadenas polipeptidicas, un par de cadenas ligeras (L)
de bajo peso molecular y un par de cadenas pesadas (H), las cuatro potencialmente interconectadas por enlaces
disulfuro. La estructura de las inmunoglobulinas esta bien caracterizada (véase, por ejemplo, Fundamental
Immunology capitulo 7 (Paul, W., ed., 22 ed. Raven Press, N.Y. (1989). Dentro de la estructura de la inmunoglobulina,
las dos cadenas pesadas estén interconectadas a través de enlaces disulfuro en la denominada "regién bisagra”. Al
igual que las cadenas pesadas, cada cadena ligera comprende normalmente varias regiones; una regién variable de
cadena ligera (abreviada en el presente documento como VL) y una regién constante de cadena ligera. La regién
constante de cadena ligera normalmente comprende un dominio, CL. Por otro lado, las regiones VH y VL pueden
subdividirse ademés en regiones de hipervariabilidad (o regiones hipervariables, que pueden ser hipervariables en
cuanto a la secuencia y/o tener forma de bucles definidos estructuralmente), también denominadas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés), intercaladas con regiones que estan mas
conservadas, denominadas regiones estructurales (FR, framework regions). Cada VH y VL comprende normalmente
tres CDR y cuatro FR, dispuestas del extremo amino al extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las secuencias CDR se definen de acuerdo con el IMGT (véase Lefranc et al. (1999) y
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Brochet et al. (2008)).

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

El término "unién" como se utiliza en el presente documento se refiere a la unién de un anticuerpo a un antigeno o
diana predeterminados, normalmente una unién con una afinidad correspondiente a una Kp de aproximadamente 10
6 M o menor, p. e]., de 107 M o menor, tal como de aproximadamente 10 M o menor, tal como de aproximadamente
10°° M o menor, de aproximadamente 10 M o menor o de aproximadamente 10" M o incluso menor cuando se
determina, por ejemplo, mediante tecnologia de resonancia de plasmén superficial (SPR, por sus siglas en inglés) en
un instrumento BlAcore 3000 que utiliza el antigeno como ligando y el anticuerpo como analito, y se une al antigeno
predeterminado con una afinidad correspondiente a una Kp que es al menos diez veces inferior, tal como al menos
100 veces inferior, por ejemplo, al menos 1.000 veces inferior, tal como al menos 10.000 veces inferior, por ejemplo,
al menos 100.000 veces inferior a su Kp de unién a un antigeno no especifico (p. ej., BSA, caseina) distinto del
antigeno predeterminado o un antigeno estrechamente relacionado. La cantidad con la que la Kp es inferior depende
de la Kp del anticuerpo, de manera que, cuando la Kp del anticuerpo es muy baja (es decir, el anticuerpo es altamente
especifico), la cantidad con la que la afinidad por el antigeno es inferior a la afinidad por un antigeno no especifico
puede ser de al menos 10.000 veces. La expresidén "Kp" (M), como se utiliza en el presente documento, se refiere a la
constante de equilibrio de disociacién de una interaccién anticuerpo-antigeno particular, y se obtiene dividiendo ky
entre kq. La afinidad, como se utiliza en el presente documento, y la Kp estan inversamente relacionadas, es decir,
mayor afinidad pretende referirse a menor Kp y menor afinidad pretende referirse a mayor Kp.

La expresidn "kq" (s™), como se utiliza en el presente documento, se refiere a la constante de velocidad de disociacion
de una interaccién anticuerpo-antigeno particular. Dicho valor también se denomina el valor kq 0 de disociacién.

La expresion "ka" (M x s), como se utiliza en el presente documento, se refiere a la constante de velocidad de
asociacién de una interaccién antigeno-anticuerpo particular. Dicho valor también se denomina el valor ko, 0 de
asociacion.

La expresion "Ka" (M), como se utiliza en el presente documento, se refiere a la constante de asociacién en el
equilibrio de una interaccidn anticuerpo-antigeno particular y se obtiene dividiendo ks entre kqy.

El término "AXL" como se utiliza en el presente documento, se refiere a la proteina con el nombre de AXL, que también
se denomina UFO o JTK11, una proteina de 894 aminoacidos con un peso molecular de 104-140 kDa que forma parte
de la subfamilia TAM de tirosina cinasas receptoras (RTK) de mamiferos. El peso molecular es variable debido a
posibles diferencias en la glucosilacién de la proteina. La proteina AXL consiste en dos dominios extracelulares de
tipo inmunoglobulina (tipo 1g) en el extremo aminoterminal de la proteina, dos dominios de fibronectina tipo Il (FNIII)
extracelulares proximales a la membrana, un dominio transmembrana y un dominio cinasa intracelular. AXL se activa
tras la unién de su ligando Gas6, mediante interacciones homofilicas independientes del ligando entre dominios
extracelulares de AXL, por autofosforilaciéon en presencia de especies reactivas del oxigeno (Korshunov et al., 2012)
o portransactivacién através de EGFR (Meyer et al., 2013), y se expresa de forma aberrante en varios tipos tumorales.
En seres humanos, la proteina AXL esta codificada por una secuencia de 4cido nucleico que codifica la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 130 (proteina AXL humana: Swissprot P30530; proteina AXL de macaco
cangrejero: registro de Genbank HB387229.1 (SEQ ID NO:147)).

La expresién "interacciones homofilicas independientes de ligando" como se utiliza en el presente documento, se
refiere a la asociacidén entre dos moléculas de AXL (expresadas en células vecinas) que se produce en ausencia del
ligando.

La expresion "anticuerpo que se une a AXL" como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier anticuerpo
que se une a un epitopo en la parte extracelular de AXL.

El término "epitopo" significa una proteina determinante capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. Los
epitopos consisten habitualmente en agrupaciones superficiales de moléculas, tales como aminoacidos, cadenas
laterales de azlcar o una combinacién de las mismas y generalmente tienen caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no
conformacionales se distinguen porque la unidén al primero pero no al segundo se pierde en presencia de disolventes
desnaturalizantes. El epitopo puede comprender restos de aminoacidos que estan directamente implicados en la unién
y otros restos de aminoacidos, que no estan directamente implicados en la unién, tales como restos de aminoacidos
que se bloquean eficazmente o estan cubiertos por el péptido de unién a antigeno (en otras palabras, el resto de
aminoécido esté dentro de la huella del péptido de unién a antigeno).

El término "ligando", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una sustancia, tal como una hormona,
péptido, ion, farmaco o proteina, que se une de forma especifica y reversible a otra proteina, tal como un receptor,
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para formar un complejo méas grande. La unién del ligando a un receptor puede alterar su conformacién quimica y
determina su estado funcional. Por ejemplo, un ligando puede actuar como agonista o antagonista.

La expresion "6 especifico de la detencién del crecimiento” o "Gas6" como se utiliza en el presente documento, se
refiere a una proteina de 721 aminoacidos, con un peso molecular de 75-80 kDa, que actia como ligando para la
familia de receptores TAM, incluida la AXL. Gas6 se compone de una regién aminoterminal que contiene mdltiples
restos de acido gamma-carboxiglutamico (Gla), que son responsables de la interaccién especifica con la membrana
fosfolipidica cargada negativamente. Aunque el dominio Gla no es necesario para la unién de Gas6 a AXL, se requiere
para la activacién de AXL. Gas6 también puede denominarse "ligando de AXL".

Las expresiones "anticuerpo monoclonal", "Ab monoclonal", "composicién de anticuerpo monoclonal’, "mAb" o
similares, se usan el presente documento para referirse a una preparacién de moléculas de anticuerpo de una sola
composicidbn molecular. Una composicién de anticuerpo monoclonal muestra una especificidad de unién Unica y
afinidad por un epitopo particular. En consecuencia, la expresién "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a
anticuerpos que presentan una solo especificidad de unién que tienen regiones variables y constantes derivadas de
secuencias de inmunoglobulina de la estirpe germinal humana. Los anticuerpos monoclonales humanos pueden
producirse mediante un hibridoma que incluye un linfocito B obtenido de un animal no humano transgénico o
transcromosémico, tal como un ratén transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena
pesada humana y un transgén de cadena ligera, fusionado a una célula inmortalizada.

En el contexto de la presente invencidn el término "CAF" se refiere a un conjugado de anticuerpo y farmaco, que en el
contexto de la presente invencidn se refiere a un anticuerpo contra AXL que esta acoplado a un residuo terapéutico,
p. €j., un resto citotéxico como se describe en la presente solicitud. Puede acoplarse, p. ej., con un enlazador a, p. €j.,
cisteina o con otros métodos de conjugacion a otros aminoacidos. El residuo puede ser, p. €j., un farmaco o una toxina
o similar.

Como se utiliza en el presente documento, un "residuo terapéutico" significa un compuesto que ejerce un efecto
terapéutico o preventivo cuando se administra a un sujeto, particularmente cuando se suministra como un CAF como
se describe en el presente documento. Un residuo "citotdxico" o "citostatico" es un compuesto que es perjudicial para
las células (p. ej., que produce su muerte). Algunos residuos citotéxicos o citostaticos para su uso en los CAF son
hidréfobos, lo que significa que tienen una solubilidad limitada o nula en agua, p. ej., 1 g/l o menor (muy ligeramente
soluble), tal como 0,8 g/l o menor, tal como 0,6 g/l o menor, tal como 0,4 g/l o menor, tal como 0,3 g/l o menor, tal
como 0,2 g/l o menor, tal como 0,1 g/l o menos (practicamente insoluble). Como residuos citotéxicos o citostaticos
hidréfobos ilustrativos se incluyen, pero sin limitacién, determinados inhibidores de la microtubulina tales como
auristatina y sus derivados, p. ej., MMAF y MMAE, asi como maitansina y sus derivados, p. ej., DM1.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo tiene una afinidad de unién (Kp) por AXL comprendida en el intervalo
de 0,3x10° a 63x10° M y en donde dicha afinidad de unién se mide usando una interferometria de biocapa utilizando
el dominio extracelular soluble de AXL.

La afinidad de unién puede determinarse como se describe en el Ejemplo 2. Por tanto, en una realizacién, el anticuerpo
tiene una afinidad de unién por el antigeno de 0,3x10° a 63x10° M, en donde la afinidad de union se determina
mediante un método que comprende las siguientes etapas;

i) cargar biosensores de captura contra la regién Fc humana con anticuerpos contra AXL, y

i) determinar la asociacién y disociacién del dominio extracelular de AXL recombinante soluble mediante
interferometria de biocapa a diferentes concentraciones.

La expresidn "dominio extracelular de AXL recombinante soluble” como se utiliza en el presente documento, se refiere
a un dominio extracelular AXL, correspondiente a los amino&cidos 1-447 de la proteina de longitud completa (SEQ ID
NO:130; véase el Ejemplo 1) que se ha expresado de forma recombinante. Debido a la ausencia del dominio
transmembrana e intracelular, el dominio extracelular de AXL recombinante no esté unido a, p. €j., la superficie celular
y permanece en solucién. Se sabe co6mo expresar una proteina de forma recombinante, véase, p. ej., Sambrook
(1989), y por tanto, el experto sabe c6mo proporcionar dicho dominio extracelular AXL recombinante.

En una realizacién de la divulgacion, el anticuerpo tiene una velocidad de disociacién de 6,9x10° s a 9,7x103 s con
respecto a AXL, y en donde la velocidad de disociacién se mide por interferometria de biocapa usando el dominio
extracelular de AXL recombinante soluble.

Opcionalmente, el anticuerpo tiene una velocidad de disociacion de 9,7x10° a 4,4x103 s con respecto a AXL, y en
donde la velocidad de disociacién se mide por interferometria de biocapa utilizando el dominio extracelular
recombinante soluble de AXL.

La afinidad de unién puede determinarse como se ha descrito anteriormente (y en el Ejemplo 2). Por tanto, en una
realizacion, el anticuerpo tiene una velocidad de disociacion de 6,9x10° s a 9,7x102 s con respecto a AXL, y en
donde la velocidad de disociaciéon se mide mediante un método que comprende las siguientes etapas

i) cargar biosensores de captura contra la regién Fc humana con anticuerpos contra AXL, y
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ii) determinar la asociacién y disociacién del dominio extracelular de AXL recombinante mediante interferometria de
biocapa a diferentes concentraciones.

La expresién "velocidad de disociacién" como se utiliza en el presente documento, se refiere a la velocidad a la que
un anticuerpo especifico de antigeno se une a su antigeno, se disocia de ese antigeno, y se expresa como s™'. Por
tanto, en el contexto de un anticuerpo de unién a AXL, la expresién "velocidad de disociacién”, se refiere a que el
anticuerpo que une AXL se disocia del dominio extracelular recombinante de AXL, y se expresa como s™.

En un aspecto de la divulgacién, los CAF que se utilizan en la presente invencién comprenden una porcién de
anticuerpo que se une a un dominio extracelular de AXL sin competir o interferir con la unién de Gas6 a AXL. En una
realizacion particular de la divulgacién, el anticuerpo se une al dominio extracelular de Ig1 sin competir o interferir con
la unién de Gas6 a AXL. En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo se une al dominio extracelular de Ig1 y
muestra una reduccién no superior a 20 % en la unién méaxima de Gas6 a AXL. En una realizacién de la divulgacién,
el anticuerpo muestra una reduccidén no superior a 15 % en la unién méaxima de Gas6 a AXL. En una realizacién de la
divulgacién, el anticuerpo muestra una reduccién no superior a 10 % en la unién maxima de Gas6 a AXL. En una
realizacion de la divulgacién, el anticuerpo muestra una reduccién no superior a 5 % en la unién maxima de Gas6 a
AXL. En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo muestra una reduccidén no superior a 4 % en la unién maxima
de Gas6 a AXL. En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo muestra una reduccién no superiora 2 % en la
unién maxima de Gas6 a AXL. En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo muestra una reduccién no superior
a 1 % en la unién maxima de Gas6. En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo se une al dominio de g2 en el
dominio extracelular de AXL sin competir o interferir con la unién de Gas6 a AXL. En una realizacién de la divulgacion,
el anticuerpo se une al dominio de Ig2 en el dominio extracelular de AXL y muestra una reduccién no superior a 20 %,
tal como no superior a 15 %, tal como no superior a 10 %, tal como no superior a 5 %, tal como no superior a 4 %, tal
€omo no superior a 2 %, tal como no superiora 1 %, en la unién méxima de Gas6 a AXL. La capacidad de la realizacién
para competir con la unién a Gas6 o reducirla puede determinarse como se ha divulgado en el Ejemplo 2 o en el
Ejemplo 12. En una realizacién, el anticuerpo se une al dominio de Ig2 en el dominio extracelular de AXL sin competir
o interferir con la unién méaxima de Gas6 a AXL.

En una realizacién, la unién méaxima del anticuerpo en presencia de Gas6 es de al menos 90 %, tal como al menos
95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 %, tal como de 100 %, de unién en ausencia de Gasb,
determinado mediante un ensayo de competencia, en donde la competencia entre dicho anticuerpo que se une a la
AXL humana y dicho Gas6 se determina en células A431 preincubadas con Gas6 y sin Gas6.

La competencia entre el anticuerpo contra AXL y el ligando Gas6 con respecto a AXL puede determinarse como se
describe en el Ejemplo 2 con el titulo "Interferencia de unién contra AXL con la unién a Gas6". Por tanto, en una
realizacién de la divulgacién, el anticuerpo no compite con el ligando Gas6 por la unién a AXL, en donde la competencia
por la unidén se determina en un ensayo que comprende las siguientes etapas

i) incubar con Gas6 células que expresen AXL,

i) afiadir anticuerpos contra AXL a analizar,

i) afladir un reactivo secundario marcado con fluorescencia que detecte anticuerpos contra AXL y

iv) analizar las células mediante FACS.

En otra realizacién, el anticuerpo no compite con el ligando Gas6 por la unién, en donde la competencia por la unién
se determina en un ensayo que comprende las siguientes etapas

i) incubar con anticuerpos contra AXL células que expresen AXL,

ii) afiadir Gas6,

i) afladir un reactivo secundario marcado con fluorescencia que detecte Gas6, y

iv) analizar las células mediante FACS.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo modula la sefializacién asociada a AXL en una célula que expresa
AXL cuando la célula entra en contacto con el anticuerpo.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo no modula la sefializacién asociada a AXL en una célula que
expresa AXL cuando la célula entra en contacto con el anticuerpo.

Como ejemplos no limitativos de modulacién de sefializacién asociada a AXL se incluyen la modulacién de vias de
sefializacién intracelular tales como las cascadas de PI3K/AKT, de la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK),
STAT o NF-kB.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo contra AXL o el CAF-AXL compite por la unién a AXL con un
anticuerpo que comprende una regién variable pesada (VH, variable heavy) y una regién variable ligera (VL, variable
light) seleccionadas del grupo que consiste en:

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

a
(b) una region VH que comprende la SEQ ID NO:5 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:6 [148];
(¢) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:34 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:35 [733]
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d) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:7 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO:9 [154];

e) una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 10 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 11 [171];

f) una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 16 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO: 18 [183];

g) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:25 y una regidén VL que comprende la SEQ ID NO:26 [613];

h) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:31 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:33 [726];

i) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:3 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:4 [140];

(j) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:8 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:9 [154-M103L];
(k) una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 12 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO: 13 [172];

(1) una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 14 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 15 [181];

(m) una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 17 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 18 [183-
52Q];

n) una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 19 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO: 20 [187];

0) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:21 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:22 [608-01];
p) unaregién VH que comprende la SEQ ID NO:23 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:24 [610-01];
q) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:27 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:28 [613-08];
r) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:29 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:30 [620-06]; y
s) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:32 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:33 [726-
M101L].

(
(
(
(
(
(

(
(
(
(
(
(

Cuando la expresién "compite con" o "compite de forma cruzada con" se utiliza en el presente documento en el
contexto de un anticuerpo y un ligando Gas6 o en el contexto de dos o mas anticuerpos, indica que el anticuerpo
compite con el ligando u otro anticuerpo, p. ej, un anticuerpo de "referencia" en la unién a un antigeno,
respectivamente. En el Ejemplo 2 se describe un ejemplo de cémo analizar la competicién de un anticuerpo contra
AXL con el ligando Gas6-AXL. Los anticuerpos de referencia preferidos para la competicion cruzada entre dos
anticuerpos son aquellos que comprenden una regién de unién que comprende la regién VH y la regién VL de un
anticuerpo designado en el presente documento 107, 148, 733, 154, 171, 183, 613, 726, 140, 154-M103L, 172, 181,
183-N52Q, 187, 608-01, 610-01, 613-08, 620-06 o 726-M101L, como se expone en la Tabla 4. Un anticuerpo de
referencia particularmente preferido es el anticuerpo designado 107.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo contra AXL se une al mismo epitopo en AXL que uno cualquiera o
méas de los anticuerpos de acuerdo con la realizacion mencionada anteriormente, como se define por sus secuencias
VHy VL, p. ], una regién VH que comprende la SEQ ID NO:1 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO:2 [107].

En la técnica se conoce bien métodos para determinar un epitopo al que se une un anticuerpo. Por tanto, el experto
sabria cémo determinar dicho epitopo. Sin embargo, un ejemplo para determinar si un anticuerpo se une dentro de
cualquier epitopo descrito en el presente documento puede ser a través de la introduccién de mutaciones puntuales
en el dominio extracelular de AXL, p. ej., con el fin de identificar cuales son los aminoacidos que estan implicados en
la unién del anticuerpo con el antigeno. El experto sabe co6mo introducir una o méas mutaciones puntuales en el dominio
extracelular de AXL y analizar la unién de los anticuerpos con los dominios extracelulares de AXL que tengan
mutaciones puntuales, ya que se espera que el efecto de las mutaciones puntuales sobre la estructura 3D global sea
minimo.

En el Ejemplo 3 se utilizé6 un método alternativo, en donde la especificidad del dominio de AXL se mapeé preparando
un panel de mutantes de AXL quiméricos de ser humano-ratén en donde el dominio de Ig1, 192, FN1 o FN2 de ser
humano se habia sustituido por su analogo murino, y determinando a qué mutante se unia un anticuerpo contra AXL.
Este método se basaba en el principio de que estos anticuerpos humanos especificos de AXL reconocian la AXL de
ser humano pero no la de ratén. Por tanto, en realizaciones distintas y especificas de la divulgacién, el anticuerpo se
une al dominio Ig1 de AXL, al dominio Ig2 de AXL, al dominio FN1 de AXL o al dominio FN2 de AXL.

Un método de mapeado de epitopos de més alta resolucién, que identifica cuales son los aminoacidos del dominio
extracelular de AXL que estan implicados en la unién con el anticuerpo, también se usé en este Ejemplo.
Especificamente, este método analizé la unién del anticuerpo contra AXL con una biblioteca de variantes de secuencia
de AXL generada mediante recombinacién de secuencias de AXL derivadas de especies con niveles variables de
homologia con la secuencia de AXL humana (SEQ ID NO: 130) en el dominio extracelular. Este método se baso en el
principio de que estos anticuerpos humanos especificos de AXL reconocen la AXL humana, pero no la AXL de ninguna
de las otras especies usadas en el ejemplo.

Por tanto, en una realizacién, el anticuerpo se une a un epitopo dentro del dominio Ig1 de AXL, y la unién del anticuerpo
depende de uno o mas o todos los aminoacidos correspondientes a las posiciones L121 a Q129 o uno o mas o todos
de T112 a Q124 de la AXL humana, en donde la numeracién de los restos de aminoacidos se refiere a sus respectivas
posiciones en la AXL humana (SEQ ID NO: 130). En una realizacién de la divulgacion, el anticuerpo se une a un
epitopo dentro del dominio Ig1 de AXL, y la unién del anticuerpo depende de los aminoacidos correspondientes a las
posiciones L121 a Q129 o T112 a Q124 de la AXL humana. En una realizaciéon preferida de la divulgacién, la unién
del anticuerpo depende de uno 0 mas o todos los aminoacidos en la posiciéon L121, G122, H123, Q124, T125, F1286,
V127, 8128 y Q129, que corresponde a los aminodcidos implicados en la unidén del anticuerpo designado como 107
en el presente documento. En una realizacién de la divulgacion, la unién del anticuerpo depende de uno o més o todos

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029 907 T3

los aminoéacidos en la posicion T112, G113, Q114, Y115, Q116, C117, L118, V119, F120, L121, G122, H123 y Q124.

En otra realizacién, el anticuerpo se une a un epitopo dentro del dominio Ig2 de AXL, y la unién del anticuerpo depende
de uno o0 més o todos los aminoécidos correspondientes a la posicién D170 o la combinacién de D179 o uno 0 méas o
todos los aminoacidos en las posiciones T182 a R190 de la AXL humana. En una realizacién de la divulgacién, la
unién del anticuerpo depende de los aminoécidos en la posicién T182, A183, P183, G184, H185, G186, P187, Q189
y R190.

En otra realizacién, el anticuerpo se une al dominio FN1 de la AXL humana y la unién del anticuerpo depende de uno
0 mas o todos los aminoacidos correspondientes a las posiciones Q272 a A287 y G297 a P301 de la AXL humana. En
una realizacién de la divulgacién, la unién del anticuerpo depende de los aminoacidos correspondientes a las
posiciones Q272 a A287 y G297 a P301 de la AXL humana.

En otra realizacién, el anticuerpo se une al dominio FN2 de la AXL humana y la unién del anticuerpo depende de uno
0 més o todos los aminoé&cidos correspondientes a las posiciones A359, R386 y Q436 a K439 de la AXL humana.

En ofra realizacion més, el anticuerpo se une a un epitopo dentro del dominio Ig1 de la AXL, y el epitopo comprende
0 requiere uno o mas o todos los aminoacidos correspondientes a las posiciones L121 a Q129 o uno o mas o todos
de T112 a Q124 de la AXL humana, en donde la numeracion de los restos de aminoacidos se refiere a sus respectivas
posiciones en la AXL humana (SEQ ID NO: 130). En una realizacién de la divulgacion, el anticuerpo se une a un
epitopo dentro del dominio Ig1 de la AXL, y el epitopo comprende o requiere los aminoacidos correspondientes a las
posiciones L121 a Q129 0 T112 a Q124 de la AXL humana. En una realizacién preferida de la divulgacién, el epitopo
comprende uno o méas o todos los aminoacidos en la posicion L121, G122, H123, Q124, T125, F126, V127, S128 y
Q129, que corresponde a los aminogcidos implicados en la unién del anticuerpo designado como 107 en el presente
documento. En una realizacién de la divulgacién, el epitopo comprende uno o mas o todos los aminoacidos en la
posicion T112, G113, Q114, Y115, Q116, C117, L118, V119, F120, L121, G122, H123 y Q124.

En otra realizacién, el anticuerpo se une a un epitopo dentro del dominio Ig2 de la AXL, y el epitopo comprende o
requiere uno o més o todos los aminoéacidos correspondientes a la posicién D170 o la combinacién de D179 o uno o
mas o todos los aminoacidos en las posiciones T182 a R190 de la AXL humana. En una realizacién el epitopo de la
divulgacién, el epitopo comprende o requiere los aminoacidos en la posicién T182, A183, P183, G184, H185, G186,
P187, Q189 y R190.

En otra realizacién, el anticuerpo se une a un epitopo dentro del dominio FN1 de la AXL humana, cuyo epitopo
comprende o requiere uno o mas o todos los aminoacidos correspondientes a las posiciones Q272 a A287 y G297 a
P301 de la AXL humana. En una realizacién de la divulgacién, el epitopo comprende o requiere los aminoacidos
correspondientes a las posiciones Q272 a A287 y G297 a P301 de la AXL humana.

En otra realizacién, el anticuerpo se une a un epitopo dentro del dominio FN2 de la AXL humana, cuyo epitopo
comprende o requiere uno o mas o todos los aminoacidos correspondientes a las posiciones A359, R386 y Q436 a
K439 de la AXL humana.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo se une a un epitopo dentro del dominio similar a FN1 de la AXL
humana.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo se une a un epitopo en AXL cuyo epitopo es reconocido por uno
cualquiera de los anticuerpos definidos por

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

b) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 49, AAS
y 50, respectivamente, [148];

¢) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115 y 1186,
respectivamente, y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 117, DAS
y 118, respectivamente [733];

d) una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y &3,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 55, GAS
y 56, respectivamente [154];

e) una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 54,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 55, GAS
y 56, respectivamente [154-M103L];

f) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 57, 58 y 59,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 60, GAS
y 61, respectivamente, [171];

g) una regiébn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64,

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029 907 T3

respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 65, GAS
y 66, respectivamente, [172];

h) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 67, 68 y 69,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 70, GAS
y 71, respectivamente, [181];

i) una regiéon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2y CDR3 de las SEQID NO: 72, 73 y 75, respectivamente;
y una regiébn VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 76, ATS y 77,
respectivamente, [183];

j) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2y CDR3 de las SEQID NO: 72, 74 y 75, respectivamente;
y una regiébn VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 76, ATS y 77,
respectivamente, [183-N52Q];

k) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 78, 79 y 80,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 81, AAS
y 82, respectivamente, [187];

I) una regiéon VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2y CDR3 de las SEQID NO: 83, 84 y 85, respectivamente;
y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 86, GAS y 87,
respectivamente, [608-01];

m) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 88, 89 y 90,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 91, GAS
y 92, respectivamente, [610-01];

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

0) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 98, 99 y 100,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 10, DAS
y 102, respectivamente, [613-08];

p) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 103, 104 y 105,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 106, GAS
y 107, respectivamente, [620-06];

q) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 110,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112, AAS
y 113, respectivamente, [726];

r) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 111,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112, AAS
y 113, respectivamente, [726-M101L];

s) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 41, 42 y 43,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 44, AAS
y 45, respectivamente, [140];

t) una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente, y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 128, XAS,
en donde Xes D o G, y 129, respectivamente, [613 / 613-08];

u) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 119 y 120,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 49, AAS
y 50, respectivamente, [148 / 140];

V) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 123, 124 y 125,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 60, GAS
y 61, respectivamente [171/172/181]; y

w) una region VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 121, 109 y 122,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112, AAS
y 113, respectivamente [726 / 187]; y

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

En una realizacién particular de la divulgacién, el anticuerpo se une a un epitopo en AXL cuyo epitopo es reconocido
por uno cualquiera de los anticuerpos definidos que comprende un regién de unién que comprende las secuencias VH
y VL de un anticuerpo seleccionado de los designados en el presente documento como 107, 061, 137, 148, 154-
M103L, 171, 183-N52Q, 511, 613, 726-M102L y 733. Como se muestra en el Ejemplo 16, estos anticuerpos contra
AXL se internalizan y por tanto son adecuados para una estrategia de CAF.

En una realizacién, el anticuerpo comprende al menos una regiéon de unién que comprende una regiéon VH y una regién
VL seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,

respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
39, GAS y 40, respectivamente, [107];
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una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
49, AAS y 50, respectivamente, [148];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115 y 1186,
respectivamente, y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
117, DAS y 118, respectivamente [733];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 53,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
55, GAS y 56, respectivamente [154];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 54,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
55, GAS y 56, respectivamente [154-M103L];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 57, 58 y 59,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
60, GAS y 61, respectivamente, [171];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
65, GAS y 66, respectivamente, [172];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 67, 68 y 69,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
70, GAS y 71, respectivamente, [181];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 72, 73 y 75,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
76, ATS y 77, respectivamente, [183];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 72, 74 y 75,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
76, ATS y 77, respectivamente, [183-N52Q];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 78, 79 y 80,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
81, AAS y 82, respectivamente, [187];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 83, 84 y 85,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
86, GAS y 87, respectivamente, [608-01];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 88, 89 y 90,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
91, GAS y 92, respectivamente, [610-01];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
96, GAS y 97, respectivamente, [613];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 98, 99 y 100,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
101, DAS y 102, respectivamente, [613-08];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 103, 104 y 105,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
106, GAS y 107, respectivamente, [620-06];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 110,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
112, AAS y 113, respectivamente, [726];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 111,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
112, AAS y 113, respectivamente, [726-M101L];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 41, 42 y 43,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
44, AAS y 45, respectivamente, [140];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente, y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
128, XAS, en donde X es D 0 G, y 129, respectivamente, [613 / 613-08];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 119 y 120,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
49, AAS y 50, respectivamente, [148 / 140];

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 123, 124 y 125,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
60, GAS y 61, respectivamente [171/172/181]; y

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 121, 109 y 122,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
112, AAS y 113, respectivamente [726 / 187]; y
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(x) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 93, 126 y 127,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
96, GAS y 97, respectivamente [613 / 608-01 / 610-01 / 620-06].

En una realizacién, el anticuerpo comprende al menos una regiéon de unién que comprende una regiéon VH y una regién
VL seleccionada del grupo que consiste en:

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

b) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:5 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:6 [148];

¢) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:34 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO:35 [733]

d) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:7 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO:9 [154];

e) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:10 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:11 [171];

f) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:16 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:18 [183];

g) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:25 y una regidén VL que comprende la SEQ ID NO:26 [613];

h) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:31 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:33 [726];

i) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:3 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:4 [140];

(j) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:8 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:9 [154-M103L];
(k) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:12 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:13 [172];

(1) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:14 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:15 [181];

(m) una regiéon VH que comprende la SEQ ID NO:17 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO:18 [183-
52Q];

n) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:19 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:20 [187];

0) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:21 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:22 [608-01];
p) unaregién VH que comprende la SEQ ID NO:23 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:24 [610-01];
q) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:27 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:28 [613-08];
r) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:29 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:30 [620-06]; y
s) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:32 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:33 [726-
M101L].

(
(
(
(
(
(
(
(
(

(
(
(
(
(
(

La presente invencién también proporciona anticuerpos que comprenden variantes funcionales de la regién VL, la
regién VH o una o mas CDR de los anticuerpos mencionados anteriormente. Una variante funcional de una VL, VH o
CDR usadas en el contexto de un anticuerpo anti-AXL sigue permitiendo que el anticuerpo conserve al menos una
proporcién sustancial (de al menos aproximadamente 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o mas) de la
afinidad/avidez y/o la especificidad/selectividad del anticuerpo original y, en algunos casos, dicho anticuerpo contra
AXL puede estar asociado a una mayor afinidad, selectividad y/o especificidad que el anticuerpo original.

Dichas variantes funcionales normalmente conservan una identidad de secuencia significativa con respecto al
anticuerpo original. El porcentaje de identidad entre dos secuencias depende del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (es decir, % de homologia = n.° de posiciones idénticas/n.° total de posiciones x 100),
teniendo en cuenta el nimero de huecos y la longitud de cada hueco, que es necesario introducir para una alineacién
6ptima de las dos secuencias. La comparacién de secuencias y la determinacién del porcentaje de identidad entre dos
secuencias pueden realizarse usando un algoritmo matematico, que se conoce bien en la técnica.

La identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse, por ejemplo, utilizando el
algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453) como se implementa en el
programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al.,
2000, Trends Genet. 16: 276-277), preferentemente versiéon 5.0.0 o posterior. Los parametros usados son penalizacién
por apertura de hueco de 10, penalizacién de extensién de hueco de 0,5 y la matriz de sustitucién EBLOSUM®&2
(versibn EMBOSS de BLOSUM®62). La salida de Needle marcada como "identidad mas larga" (obtenida usando la
opcién -nobrief) se usa como el porcentaje de identidad y se calcula de la siguiente manera:

(Restos Idénticos x 100)/(Longitud de la Alineacidén - Numero Total de Huecos en la Alineacion).

Las secuencias VH, VL y/o CDR de las variantes pueden diferir de las de las secuencias del anticuerpo original
mediante sustituciones mayoritariamente conservativas; por ejemplo, al menos aproximadamente el 35 %,
aproximadamente el 50 % o mas, aproximadamente el 60% o mas, aproximadamente el 70% o mas,
aproximadamente el 75% o mas, aproximadamente el 80% o mas, aproximadamente el 85 % o mas,
aproximadamente el 90 % o mas, (p. ej., aproximadamente el 65-95 %, tal como aproximadamente el 92 %, 93 % o
94 %) de las sustituciones en la variante, son reemplazos de restos de aminoacidos conservativos.

Las secuencias VH, VL y/o CDR de las variantes pueden diferir de las de las secuencias del anticuerpo original
mediante sustituciones mayoritariamente conservativas; por ejemplo 10 o menos, tal como 9 0 menos, 8 o menos, 7
0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos, 2 o0 menos o 1 de las sustituciones en la variante, son
reemplazos de restos de aminoacidos conservativos.

También se proporcionan realizaciones en donde se permiten mutaciones o sustituciones de hasta cinco mutaciones
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o sustituciones a lo largo de las tres secuencias CDR de la cadena pesada variable y/o de la cadena ligera variable
de la realizacién anterior. Las hasta cinco mutaciones o sustituciones, pueden distribuirse a lo largo de las tres
secuencias CDR de la cadena pesada variable y las tres secuencias CDR de la cadena ligera variable. Las hasta cinco
mutaciones o sustituciones pueden distribuirse entre las seis secuencias CDR de la regién de unién. Las mutaciones
o sustituciones pueden ser de aminoacidos fisica o funcionalmente conservativos, de tal manera que las mutaciones
o sustituciones no cambien el epitopo o, preferentemente, no modifiquen la afinidad de unién con el epitopo mas de
un 30 %, tal como mas de un 20 % o tal como mas de un 10 %. Los aminoacidos fisica o funcionalmente conservativos
se seleccionan de los 20 aminoécidos naturales que se encuentran, es decir, Arg, His, Lys, Asp, Glu, Ser, Thr, Asn,
GIn, Cys, Gly, Pro, Ala, lle, Leu, Met, Phe, Trp, Tyry Val.

Por tanto, en una realizacién, el anticuerpo anti-AXL comprende al menos una regién de unién que comprende una
regiéon VH y una regién VL seleccionada del grupo que consiste en secuencias VH y VL al menos 90 %, tal como al
menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idénticas a:

a) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:1 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO:2 [107];
b) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:5 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:6 [148];
¢) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:34 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO:35 [733]
d) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:7 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO:9 [154];
e)
f

g) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:25 y una regidén VL que comprende la SEQ ID NO:26 [613];

h) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:31 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:33 [726];

i) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:3 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:4 [140];

(j) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:8 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:9 [154-M103L];
(k) una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 12 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO: 13 [172];

(1) una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 14 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 15 [181];

(m) una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 17 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 18 [183-
N52Q];

)
) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:21 y una regidén VL que comprende la SEQ ID NO:22 [608-01];

) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:23 y una regiéon VL que comprende la SEQ ID NO:24 [610-01];
) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:27 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:28 [613-08];

) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:29 y una regidn VL que comprende la SEQ ID NO:30 [620-06]; vy
s) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:32 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:33 [726-
101L].

=

La presente divulgacién también proporciona anticuerpos que comprenden variantes funcionales de la regién VL, de
la regién VH, o una o mas CDR de los anticuerpos de los ejemplos. Una variante funcional de una VL, VH o CDR
usadas en el contexto de un anticuerpo anti-AXL sigue permitiendo que el anticuerpo conserve al menos una
proporcién sustancial (de al menos aproximadamente 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o mas) de la
afinidad/avidez y/o la especificidad/selectividad del anticuerpo original y, en algunos casos, dicho anticuerpo contra
AXL puede estar asociado a una mayor afinidad, selectividad y/o especificidad que el anticuerpo original.

Dichas variantes funcionales normalmente conservan una identidad de secuencia significativa con respecto al
anticuerpo original. El porcentaje de identidad entre dos secuencias depende del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (es decir, % de homologia = n.° de posiciones idénticas/n.° total de posiciones x 100),
teniendo en cuenta el nimero de huecos y la longitud de cada hueco, que es necesario introducir para una alineacién
6ptima de las dos secuencias. La comparacién de secuencias y la determinacién del porcentaje de identidad entre dos
secuencias pueden realizarse usando un algoritmo matematico, que se conoce bien en la técnica.

Las secuencias VH, VL y/o CDR de las variantes pueden diferir de las de las secuencias del anticuerpo original
mediante sustituciones mayoritariamente conservativas; por ejemplo, al menos aproximadamente el 35 %,
aproximadamente el 50 % o mas, aproximadamente el 60% o mas, aproximadamente el 70% o mas,
aproximadamente el 75% o mas, aproximadamente el 80% o mas, aproximadamente el 85 % o mas,
aproximadamente el 90 % o mas, (p. ej., aproximadamente el 65-95 %, tal como aproximadamente el 92 %, 93 % o
94 %) de las sustituciones en la variante, son reemplazos de restos de aminoacidos conservativos.

Las secuencias VH, VL y/o CDR de las variantes pueden diferir de las de las secuencias del anticuerpo original
mediante sustituciones mayoritariamente conservativas; por ejemplo 10 o menos, tal como 9 0 menos, 8 o menos, 7
0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos, 2 o0 menos o 1 de las sustituciones en la variante, son
reemplazos de restos de aminoacidos conservativos.

También se proporcionan realizaciones de la divulgacién en donde se permiten mutaciones o sustituciones de hasta
cinco mutaciones o sustituciones a lo largo de las tres secuencias CDR en la cadena pesada variable y/o cadena ligera
variable de la realizacién anterior. Las hasta cinco mutaciones o sustituciones, pueden distribuirse a lo largo de las
tres secuencias CDR de la cadena pesada variable y las tres secuencias CDR de la cadena ligera variable. Las hasta
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cinco mutaciones o sustituciones pueden distribuirse entre las seis secuencias CDR de la regién de unién. Las
mutaciones o sustituciones pueden ser de aminoacidos fisica o funcionalmente conservativos, de tal manera que las
mutaciones o sustituciones no cambien el epitopo o, preferentemente, no modifiquen la afinidad de unién con el
epitopo mas de un 30 %, tal como mas de un 20 % o tal como mas de un 10 %. Los aminoécidos fisica o
funcionalmente conservativos se seleccionan de los 20 aminoacidos naturales que se encuentran, es decir, Arg, His,
Lys, Asp, Glu, Ser, Thr, Asn, Gin, Cys, Gly, Pro, Ala, lle, Leu, Met, Phe, Trp, Tyry Val.

En una realizacion de la divulgacién, el anticuerpo anti-AXL comprende al menos una regién de unién que comprende
una regién VH y una regién VL seleccionada del grupo que consiste en secuencias VH y VL al menos 90 %, tal como
al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idénticas a:

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

u) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:5 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:6 [148];
V) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:34 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:35 [733]
w) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:7 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:9 [154];
X) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:10 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:11 [171];
y) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:16 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:18 [183];

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

aa) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:31 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:33 [726];
bb) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:3 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:4 [140];

cc) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:8 y una region VL que comprende la SEQ ID NO:9 [154-M103L];
dd) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:12 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:13 [172];
ee) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:14 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:15 [181];

ff) una regidén VH que comprende la SEQ ID NO:17 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:18 [183-N52Q];
g) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:19 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:20 [187];

h) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:21 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:22 [608-01];
ii) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:23 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:24 [610-01];
(jj) una regidon VH que comprende la SEQ ID NO:27 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:28 [613-08];
(kk
y

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(9
(h
(

) una region VH que comprende la SEQ ID NO:29 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:30 [620-06];

(I1) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:32 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO:33 [726-
M101L].

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo comprende al menos una regién de unién que comprende las
secuencias VH y VL CDR1, CDR2 y CDR3 de un anticuerpo contra AXL conocido en la técnica, p. ej., un anticuerpo
descrito en cualquiera de los siguientes documentos Leconet et al. (2013), Li et al. (2009), Ye et al. (2010), lida et al.
(2014), WO 2012/175691 (INSERM), WO 2012/175692 (INSERM), WO 2013/064685 (Pierre Fabre Medicaments),
WO 2013/090776 (INSERM), WO 2009/063965 (Chugai Pharmaceuticals), WO 2010/131733, WO 2011/159980
(Genentech), WO09062690 (U3 Pharma), WO2010130751 (U3 Pharma), WO2014093707 (Stanford University) y
EP2228392A1 (Chugai). En una realizacién especifica de la divulgacién, el anticuerpo es el anticuerpo murino
1613F12 o una variante quimérica o humanizada del mismo, como se describe en el documento WO2014174111
(Pierre Fabre Medicament), en donde las secuencias VH y VL del anticuerpo de ratén 1613F12 se presentan como
SEQ ID:8 y SEQ ID:7, respectivamente. La secuencia VH de la variante de anticuerpo humanizado de 1613F12 se
selecciona de las secuencias divulgadas en el mismo como SEQ ID NO:29 a 49 y SEQ ID NO:82, y la secuencia VL
de la variante de anticuerpo humanizado de 1613F12 se selecciona de las secuencias divulgadas en el mismo como
SEQ ID NO:17 a 28 y SEQ ID: 81. Un anticuerpo especifico comprende las secuencias VH y VL divulgadas en el
mismo como SEQ ID NO:29 y 17, respectivamente. Las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de VH del anticuerpo
1613F12 de ratdn, quimérico y humanizado, son SEQ ID NO:4, 5y 6, respectivamente y las secuencias CDR1, CDR2
y CDR3 de VL del anticuerpo 1613F12 de ratén y humanizado se divulgan en el mismo como SEQ ID NO:1, 2y 3,
respectivamente. En una realizacién especifica de la divulgacién, el anticuerpo es un anticuerpo descrito en el
documento WO2011159980 (Hoffman-La Roche), en particular en los parrafos [0127] a [0229] (paginas 28-52). Por
ejemplo, el anticuerpo puede comprender las regiones hipervariables (HVR, hypervariable regions) VH y VL, o las
regiones VH y VL, del anticuerpo YW327.6S2, que se divulgan en el mismo como SEQ ID NO:7, 8 y 9 (VHHVR1, 2y
3, respectivamente), SEQ ID NO:10, 11y 12 (VL HVR1, 2 y 3, respectivamente) y SEQ ID NO:103 y 104 (secuencias
VH y VL, respectivamente).

En una realizacién de la divulgacion, el anticuerpo actia como mediador en el entrecruzamiento o agrupamiento
mediado por anticuerpos (p. ej., debido a que la regiéon Fc de los anticuerpos unidos a AXL se une a células que
expresan FcR) de moléculas de AXL en la superficie de una célula, lo que puede conducir a la apoptosis de la célula.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo induce una respuesta celular dependiente de Fc tal como una
respuesta de ADCC (siglas del inglés, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) o ADCP (siglas del inglés,
fagocitosis celular dependiente de anticuerpos) contra una célula que expresa AXL después de la unién del anticuerpo
especifico de AXL a la membrana plasmética de la célula que expresa AXL en presencia de células efectoras. En esta
realizacion, la porciéon de anticuerpo del anticuerpo es normalmente de longitud completa y de un isotipo que conduce
a una respuesta ADCC o ADCP, tal como, p. €j., un isotipo 1gG1 k.
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En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo induce una respuesta CDC contra una célula que expresa AXL
después de la unién del anticuerpo especifico de AXL a la membrana plasmatica de la célula que expresa AXL en
presencia de proteinas del complemento, tales como las proteinas del complemento presentes en el suero humano
normal, que pueden activarse. En esta realizacién, el anticuerpo es normalmente de longitud completa y de un isotipo
capaz de inducir la activacién del sistema del complemento, tal como, p. €j., un isotipo 1gG1,k.

El anticuerpo y/o CAF puede caracterizarse también por que se internaliza al unirse a AXL. En consecuencia, en una
realizacién de la divulgaciéon, el anticuerpo y/o CAF se internaliza y transporta a los lisosomas para la escisién
proteolitica especifica (es decir, del enlazador escindible) o no especifica (del enlazador no escindible) del complejo
anticuerpo contra AXL-enlazador-farmaco.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo interfiere en la regulacién de la respuesta inmunitaria innata o
adaptativa mediada por AXL, tal como a través de unién del anticuerpo a macréfagos, a células dendriticas o a
linfocitos NK que expresan AXL.

En una realizacién de la divulgacion, el residuo terapéutico del CAF esta enlazado al residuo del anticuerpo mediante
un enlazador que permite la liberacién del farmaco una vez que el CAF se internaliza, p. €j., por un cambio en el pH o
en las condiciones reductoras. En la técnica se conoce la tecnologia adecuada de enlazadores, como se describe en
el presente documento.

En una realizacién, el anticuerpo comprende una cadena pesada de un isotipo seleccionado del grupo que consiste
en 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4.

El término "isotipo" como se utiliza en el presente documento se refiere a la clase de inmunoglobulina (por ejemplo,
1gG1, 19G2, 19G3, 1gG4, 1gD, IgA, IgE o IgM) o a cualquier alotipo de la misma, tal como IgG1m(za) e IgG1m(f)) que
esta codificado por genes de la regién constante de cadena pesada. Ademés, cada isotipo de cadena pesada se puede
combinar con una cadena ligera kappa (k) o lambda (A).

En una realizacién, el isotipo es 1gG1, tal como IgG1 humana, opcionalmente el alotipo IgG1m(f).

En una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal de longitud completa, opcionalmente, un anticuerpo
monoclonal de IgG1,k humano de longitud completa.

Cuando en el presente documento se utiliza la expresion "anticuerpo de longitud completa”, se refiere a un anticuerpo
(p. €j., un anticuerpo original o variante) que contiene todos los dominios constantes y variables de las cadenas
pesadas y ligeras correspondientes a los que se encuentran normalmente en un anticuerpo de tipo natural de ese
isotipo. Un anticuerpo de longitud completa de acuerdo con la presente invenciéon puede producirse mediante un
método que comprende las etapas de (i) clonar las secuencias de CDR en un vector adecuado que comprende
secuencias de cadena pesada completas y secuencias de cadena ligera completa y (ii) expresar las secuencias de
cadena pesada y de cadena ligera completas en sistemas de expresiéon adecuados. El experto sabe cémo producir un
anticuerpo de longitud completa partiendo de secuencias CDR o secuencias completas de regiones variables. Por
tanto, el experto sabria como generar un anticuerpo de longitud completa de acuerdo con la presente invencion.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo es un anticuerpo humano.

La expresion "anticuerpo humano", como se utiliza en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables y estructurales derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la estirpe germinal humana y un
dominio constante de inmunoglobulina humana. Los anticuerpos humanos de la invencién pueden incluir restos de
aminoécidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la estirpe germinal humana (p. ej., mutaciones,
inserciones o deleciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria o especifica del sitio /in vitro o mediante
mutacién somética in vivo). Sin embargo, la expresién "anticuerpo humano", como se utiliza en el presente documento,
no pretende incluir anticuerpos en los que secuencias CDR derivadas de la estirpe germinal de otra especie no
humana, tal como un ratén, se han injertado en secuencias estructurales humanas.

Como se utiliza en el presente documento, un anticuerpo humano "deriva de" una secuencia de la estirpe germinal
particular si el anticuerpo se obtiene de un sistema que usa secuencias de inmunoglobulina humana, por ejemplo,
inmunizando a un ratén transgénico portador de genes de inmunoglobulina humana o seleccionando una genoteca de
inmunoglobulina humana, y en donde el anticuerpo humano seleccionado es al menos 90 %, tal como al menos 95 %,
por ejemplo al menos 96 %, tal como al menos 97 %, por ejemplo, al menos 98 %, o al menos 99 %, idéntico en cuanto
a la secuencia de aminoécidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de la estirpe
germinal. Normalmente, fuera de la CDR3 de la cadena pesada, un anticuerpo humano derivado de una secuencia
particular de la estirpe germinal humana no mostrara mas de 20 diferencias de aminoacidos, p.ej. ho mas de 10
diferencias de aminoécidos, tal como no mas de 9, 8, 7, 6 0 5, por ejemplo, no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencia de
aminoécidos con respecto a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de la estirpe
germinal.
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El anticuerpo de acuerdo con la presente invencién puede comprender modificaciones de aminoécidos en las cadenas
pesadas y/o ligeras de inmunoglobulina. En una realizacién particular, los aminoécidos de la regién Fc del anticuerpo
pueden modificarse.

La expresion "regién Fc", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una regién que comprende, en la
direccién desde el extremo amino (N) al carboxilo (C) del anticuerpo, al menos una regién de bisagra, una regién CH2
y una regién CH3. Una regién Fc puede actuar como mediadora en la unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores
del hospedador, incluidas diversas células del sistema inmunitario (tales como las células efectoras) y componentes
del sistema del complemento.

La expresidn "regién bisagra" como se utiliza en el presente documento a se refiere a la regién bisagra de una cadena
pesada de inmunoglobulina. Por tanto, por ejemplo, la regién bisagra de un anticuerpo de IgG1 humano corresponde
a los aminoacidos 216-230 de acuerdo con la numeracién de la UE como se expone en Kabat et al. (1991). Sin
embargo, la regidén bisagra también puede ser cualquiera de los otros subtipos descritos en el presente documento.

La expresién "regién CH1" o "dominio CH1", como se utiliza en el presente documento, se refiere a la regién CH1 de
una cadena pesada de inmunoglobulina. Por tanto, por ejemplo, la regién CH1 de un anticuerpo de IgG1 humano
corresponde a los aminoacidos 118-215 de acuerdo con la numeracién de la UE como se expone en Kabat et al.
(1991). Sin embargo, la regién CH1 también puede ser cualquiera de los otros subtipos descritos en el presente
documento.

La expresién "regién CH2" o "dominio CH2", como se utiliza en el presente documento, se refiere a la regién CH2 de
una cadena pesada de inmunoglobulina. Por tanto, por ejemplo, la regién CH2 de un anticuerpo de IgG1 humano
corresponde a los aminoacidos 231-340 de acuerdo con la numeracién Eu expuesta en Kabat et al. (1991). Sin
embargo, la regibn CH2 también puede ser cualquiera de los otros subtipos descritos en el presente documento.

La expresién "regién CH3" o "dominio CH3", como se utiliza en el presente documento, se refiere a la regién CH3 de
una cadena pesada de inmunoglobulina. Por tanto, por ejemplo, la regién CH3 de un anticuerpo de IgG1 humano
corresponde a los aminoacidos 341-447 de acuerdo con la numeracién de la UE como se expone en Kabat et al.
(1991). Sin embargo, la regién CH3 también puede ser cualquiera de los otros subtipos descritos en el presente
documento.

En otra realizacién de la divulgacion, el anticuerpo es un anticuerpo con deficiencia de funcién efectora, un anticuerpo
de IgG4 estabilizado o un anticuerpo monovalente.

En una realizacién particular de la divulgacion, la cadena pesada se ha modificado de tal manera que se ha
delecionado toda la regién de bisagra.

En una realizacién de la divulgacién, la secuencia del anticuerpo se ha modificado de modo que no comprende ningun
lugar aceptor para la glucosilaciéon ligada a N.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo es un anticuerpo monocatenario.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon e invencidén se refiere a un anticuerpo multiespecifico que comprende al
menos una primera regién de unién de un anticuerpo de acuerdo cualquier aspecto o realizacién descritos en el
presente documento, y una segunda regién de unién que se une a una diana o a un epitopo diferente de la primera
regiéon de unién. La expresién "anticuerpo multiespecifico” como se utiliza en el presente documento, se refiere a
anticuerpos en donde las regiones de unidén se unen a al menos dos, tal como al menos tres, antigenos diferentes o
al menos dos, tal como al menos tres, diferentes epitopos en el mismo antigeno.

En una realizacién, la presente divulgacion se refiere al uso de un CAF que comprende un anticuerpo biespecifico que
comprende una primera regién de unién de un anticuerpo de acuerdo con cualquier aspecto o realizaciones descritos
en el presente documento, y una segunda regidén de unién que se une a una diana o a un epitopo diferente a la de (al
de) la primera regién de union.

El término "biespecifico" como se utiliza en el presente documento, se refiere a moléculas de unién, tales como
anticuerpos en donde las regiones de unién de la molécula de unién se unen a dos antigenos diferentes o a dos
epitopos diferentes del mismo antigeno.

La expresion "anticuerpo biespecifico" se refiere a un anticuerpo que tiene especificidades por al menos dos epitopos
diferentes, normalmente no solapantes. Dichos epitopos pueden estar en la misma diana o en dianas diferentes. Si
los epitopos estan en dianas diferentes, dichas dianas pueden estar en la misma célula o en células, tipos de células
o estructuras diferentes, tal como tejido extracelular.

La expresion "diana diferente" como se utiliza en el presente documento, se refiere a otra proteina, molécula o similar

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029 907 T3

distinta de AXL o de un fragmento de AXL.

Los ejemplos de moléculas de anticuerpos biespecificos que pueden usarse en la presente invencién comprenden (i)
un anticuerpo sencillo que tiene dos brazos que comprenden diferentes regiones de unién a antigeno, (ii) un anticuerpo
monocatenario que tiene especificidad por dos epitopos diferentes, p. ej., mediante dos scFv enlazados en tAndem
por un péptido enlazador adicional; (iii) un anticuerpo de doble dominio variable (DVD-Ig™), donde cada cadena ligera
y cada cadena pesada contienen dos dominios variables en tAndem a través de un enlace peptidico corto (Wu et al,,
2010); (iv) un fragmento biespecifico (Fab')2 quimicamente ligado; (v) aTandab®, que es una fusién de dos diacuerpos
monocatenarios que da lugar a un anticuerpo biespecifico tetravalente que tiene dos sitios de unién para cada uno de
los antigenos diana; (vi) un flexicuerpo, que es una combinacién de los scFv con un diacuerpo que da lugar a una
molécula multivalente; (vii) una molécula denominada de "acoplamiento y cerradura" (Dock-and-Lock®), basada en el
"dominio de dimerizacién y acoplamiento" de la proteina cinasa A, que, cuando se aplica a los Fab, puede dar lugar a
una proteina de unién biespecifica trivalente que consiste en dos fragmentos Fab idénticos enlazados a un fragmento
Fab diferente; (viii) la llamada molécula Escorpién, que comprende, p. ej., dos scFv fusionados a ambos extremos de
un brazo Fab humano; y (ix) un diacuerpo.

En una realizacién, el anticuerpo biespecifico de la presente divulgacién es un diacuerpo, un cuerpo cruzado, tales
como los Mab entrecruzados (CrossMab), o un anticuerpo biespecifico obtenido mediante un intercambio controlado
del brazo Fab (como se describe en el documento WO 2011/131746, Genmab A/S).

Los ejemplos de diferentes clases de anticuerpos biespecificos incluyen, aunque sin limitacién, (i) moléculas similares
a 1gG con dominios CH3 complementarios para forzar la heterodimerizacion,; (ii) moléculas recombinantes de doble
direccionamiento similares a I9G, en donde cada uno de los dos lados de la molécula contiene fragmento Fab o parte
del fragmento Fab de al menos dos anticuerpos diferentes; (iii) moléculas de fusién de |gG, en donde los anticuerpos
de IgG de longitud completa se fusionan con fragmentos Fab o partes de fragmentos Fab adicionales; (iv) moléculas
de fusién Fc, en donde moléculas Fv monocatenarias o diacuerpos estabilizados se fusionan a dominios constantes
de cadena pesada, a regiones de Fc o a partes de los mismos; (v) moléculas de fusién de Fab, en donde diferentes
fragmentos de Fab se fusionan entre si, se fusionan a dominios constantes de cadena pesada, a regiones de Fc o a
partes de los mismos; y (vi) anticuerpos de cadena pesada y basados en ScFv y en diacuerpos (p. ej, anticuerpos de
dominio, Nanobodies®) en donde diferentes moléculas Fv monocatenarias o diferentes diacuerpos o diferentes
anticuerpos de cadena pesada (p. ej. anticuerpos de dominio, Nanobodies®) se fusionan entre si o con otra proteina
o molécula transportadora fusionada a dominios constantes de cadena pesada, a regiones Fc o a partes de los
mismos.

Los ejemplos de moléculas similares a 1gG con dominios CH3 complementarios incluyen, pero sin limitacién, el
Triomab® (Trion Pharma/Fresenius Biotech, documento WO/2002/020039), Botones en ojales (Knobs-into-Holes)
(Genentech, documento WO9850431), Mab entrecruzados (Roche, documentos WO 2009/080251, WO 2009/080252,
WO 2009/080253), moléculas Fc-heterodiméricas emparejadas electrostaticamente (Amgen, documentos EP1870459
y WO2009089004; Chugai, documento US201000155133; Oncomed, documento W02010129304), LUZ-Y
(Genentech), DIG-body, PIG-body y TIG-body (Pharmabcine), Cuerpo de dominio disefiado de intercambio de cadenas
(SEEDbody, Strand Exchange Engineered Domain body) (EMD Serono, documento WW02007110205), 1gG1 y 1gG2
biespecificas (Pfizer/Rinat, documento WO11143545), armazdn asimétrico (Zymeworks/Merck, documento
WO2012058768), mAb-Fv (Xencor, documento WO2011028952), XmAb (Xencor), anticuerpos bivalentes
biespecificos (Roche, documento W02009/080254), |gG biespecifica (Eli Lilly), Moléculas DuoBody® (Genmab A/S,
documento WO 2011/131746), DuetMab (Medimmune, documento US2014/0348839), Biclonics (Merus, documento
WO 2013/157953), Novimmune (kABodies, documento WO 2012/023053), FcAAdp (Regeneron, documento WO
2010/151792), (DT)-Ig (GSK/Domantis), Anticuerpo dos en uno o Fabs de doble accién (Genentech, Adimab), mAb2
(F-Star, documento WO02008003116), Zybodies™ (Zyngenia), cuerpo CovX (CovX/Pfizer), FynomAbs
(Covagen/Janssen Cilag), DutaMab (Dutalys/Roche), iMab (Medimmune), Dominio Variable Doble DVD)-Ig™ (Abbott,
US 7.612.18), anticuerpos de doble dominio y doble cabeza (Unilever; Sanofi Aventis, documento W020100226923),
Ts2Ab (Medimmune/AZ), BsAb (Zymogenetics)), HERCULES (Biogen Idec, US007951918), fusiones scFv
(Genentech/Roche, Novartis, Inmunomedicina, Changzhou Adam Biotech Inc, CN 102250246), TvAb (Roche,
documentos W0O2012025525, W02012025530), fusiones ScFv/Fc, SCORPION (Emergent BioSolutions/Trubion,
Zymogenetics/BMS), Interceptor (Emergent), Tecnologia de redireccionamiento de doble afinidad (Fc-DART™)
(MacroGenics, documentos WO2008/157379, W0O2010/080538), BEAT (Glenmark), Di-Diabody (Imclone/Eli Lilly) y
mAb entrecruzados quimicamente (Karmanos Cancer Center), y mAb fusionados de manera covalente (AIMM
therapeutics).

Los ejemplos de moléculas recombinantes de doble direccionamiento similares a 1gG, incluyen, pero sin limitacién, Ig
de doble direccionamiento (DT, Dual Targeting) (GSK/Domantis), Anticuerpo dos en uno (Genentech), Mab
entrecruzados (Karmanos Cancer Center), mAb2 (F-Star, documento W02008003116), Zybodies™ (Zyngenia),
estrategias con cadena ligera comun (Crucell/Merus, documento US 7262028), kABodies (Novimmune) y CovX-body
(CovX/Pfizer).

Los ejemplos de moléculas de fusion de IgG incluyen, pero sin limitacién, el Dominio Variable Doble (DVD)-Ig™
(Abbott, documento US 7612181), anticuerpos de doble cabeza y doble dominio (Unilever; Sanofi Aventis, documento
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W020100226923), anticuerpos biespecificos de tipo 1gG (ImClone/Eli Lilly, Ts2Ab (Medlmmune/AZ) y BsAb
(Zymogenetics), HERCULES (Biogen Idee, documento US 7.951.918), fusién de scFv (Novartis), fusién de scFv
(Changzhou Adam Biotech Inc, CN 102250246) y TvAb (Roche, documentos WO02012025525, W002012025530).

Los ejemplos de moléculas de fusién Fc incluyen, pero sin limitacién, las fusiones ScFv/Fc (Academic Institution),
SCORPION (Emergent BioSolutions/Trubion, Zymogenetics/BMS), Tecnologia de redireccionamiento de doble
afinidad (Fc-DART™) (MacroGenics, documentos W02008157379 y WO2010080538) y Doble(ScFv)2-Fab (National
Research Center for Antibody Medicine - China).

Los ejemplos de anticuerpos biespecificos de fusién Fab incluyen, aunque sin limitacién, F(ab)2 (Medarex/AMGEN),
Fab de accién doble o Bis (Genentech), Dock-and-Lock® (DNL) (ImmunoMedics), Fv bivalente biespecifico (Biotecnol)
y Fab (UCB-Celltech).

Los ejemplos de anticuerpos ScFv, basados en diacuerpos y de dominio incluyen, aunque sin limitacién, acoplador
especifico de linfocitos B (Bispecific T Cell Engager (BiTE®) (Micromet, Tandem Diabody (Tandab™) (Affimed),
Tecnologia de redireccionamiento de doble afinidad (DART, Dual Affinity Retargeting Technology) (MacroGenics),
Diacuerpo monocatenario (Academic), Anticuerpos similares a TCR (AIT, ReceptorLogics), Fusién ScFv de
seroalbumina humana (Merrimack) y COMBODY (Epigen Biotech), nanobodies® de doble direccionamiento (Ablynx),
anticuerpos de doble direccionamiento de un solo dominio de cadena pesada.

Un anticuerpo biespecifico para su uso como CAF de acuerdo con la presente invencién puede generarse
introduciendo modificaciones en la regién constante del anticuerpo.

En una realizacién particular de la divulgacion, el anticuerpo biespecifico comprende una primera y una segunda
cadena pesada, cada una de la primera y segunda cadena pesada comprende al menos una regién de bisagra, una
regiobn CH2 y CH3, en donde en la primera cadena pesada al menos uno de los aminoacidos en las posiciones
correspondientes a posiciones seleccionadas del grupo que consiste en K409, T366, L368, K370, D399, F405 e Y407
en una cadena pesada de IgG1 humana se ha sustituido, y en la segunda cadena pesada al menos uno de los
aminodacidos en las posiciones correspondientes a una posicién seleccionada del grupo que consiste en F405, T3686,
L368, K370, D399, Y407 y K409 en una cadena pesada de IgG1 humana se ha sustituido, y en donde la primera y la
segunda cadenas pesadas no estan sustituidas en las mismas posiciones.

En una realizacién de la divulgacién, en la primera cadena pesada, el aminoacido en la posiciéon correspondiente a
K409 en una cadena pesada de IgG1 humana no es K, L o M y opcionalmente el aminoacido en la posicién
correspondiente a F405 en una cadena pesada de IgG1 humana es F, y en la segunda cadena pesada el aminoéacido
en la posicién correspondiente a F405 en una cadena pesada de IgG1 humana no es F y el aminoacido en la posicién
correspondiente a K409 en una cadena pesada de IgG1 humana es K.

En una realizacién de la divulgacién, en la primera cadena pesada, el aminoacido en la posiciéon correspondiente a
F405 en una cadena pesada de IgG1 humana no es F, Ry G, y en la segunda cadena pesada los aminoéacidos en las
posiciones correspondientes a una posicidén seleccionan del grupo que consiste en; T366, L368, K370, D399, Y407 y
K409 en una cadena pesada de IgG1 humana se han sustituido.

En una realizacién de la divulgacién, el aminoacido en posiciéon correspondiente a K409 en una cadena pesada de
IgG1 humana es otro distinto de K, L 0 M en la primera cadena pesada, y en la segunda cadena pesada el aminoacido
en la posicién correspondiente a F405 en una cadena pesada de IgG1 humana no es F y opcionalmente el aminoéacido
en la posicién correspondiente a K409 en una cadena pesada de IgG1 humana es K.

En una realizacién de la divulgacién, el aminoacido en la posicidén correspondiente a F405 en una cadena pesada de
IgG1 humana es L en dicha primera cadena pesada, y el aminoéacido en la posicién correspondiente a K409 en una
cadena pesada de IgG1 humana es R en dicha segunda cadena pesada, o viceversa.

Por tanto, en una realizacién de la divulgacién, el aminoéacido en la posicién correspondiente a K409 en una cadena
pesada de |gG1 humana es R en la primera cadena pesada, y el aminoacido en la posicién correspondiente a F405
en una cadena pesada de IgG1 humana es L en la segunda cadena pesada.

Salvo que se especifique lo contrario o que el contexto lo contradiga, en el presente documento, los aminoacidos de
las secuencias de la regién constante se numeran de acuerdo con el indice de numeracién de la UE (descrito en
Kabat, 1991). Las expresiones "indice de numeracién de la UE" y "numeracién de la UE como se expone en Kabat"
pueden utilizarse indistintamente y tienen el mismo significado y finalidad. Por tanto, un aminoacido o segmento de
una secuencia que "corresponde a" un aminoécido o segmento de otra secuencia es uno que (i) se alinea con el otro
aminoé&cido o segmento utilizando un programa estédndar de alineacién de secuencias tal como ALIGN, Clustal\W o
similar, normalmente con los ajustes por defecto y tiene al menos una identidad de secuencia del 50 %, al menos del
80 %, al menos del 90 % o al menos del 95 % con una cadena pesada de IgG1 humana. Es bien conocido en la técnica
cémo alinear una secuencia o0 segmento en una secuencia y de este modo determinar la posiciéon correspondiente en
una secuencia en una posicién de aminoécido de acuerdo con la presente invencién.
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El término "aminoacido correspondiente a la posicion" como se utiliza en el presente documento, a se refiere a un
ndmero de posicién de aminoacido en una cadena pesada de I9gG1 humana.

El término "aminoécido" y la expresién "resto de aminoacido" pueden utilizarse indistintamente y no deben entenderse
como limitativos.

En el contexto de la presente invencidn, el aminoacido puede estar definido por aminoacidos conservativos o no
conservativos, y por lo tanto puede clasificarse en consecuencia. Los restos de aminoacidos también pueden dividirse
en clases definidas por propiedades fisicas y funcionales alternativas. Por tanto, las clases de aminoécidos pueden
reflejarse en una o en las dos de las siguientes listas:

Resto de aminoacido de clase conservativa:

Restos acidos: DyE
Restos basicos: K,RyH
Restos hidréfilos sin carga: S T,NyQ.
Restos alifaticos sin carga: G AV Lel
Restos no polares sin carga: C,MyP
Restos aromaticos: F,YyW

Clasificaciones fisicas y funcionales alternativas de restos de aminoacidos

Restos que contienen grupos alcohol: SyT

Restos alifaticos: LL VyM

Restos asociados a cicloalquenilo: F.H WeY

Restos hidréfobos: ACFGHILLMRTVWeY

Restos cargados negativamente: DyE

Restos polares: C,DEHKNQR,SyYyT

Restos cargados positivamente: H, KyR

Restos pequefios: A,C,D,G NP, S TyV

Restos muy pequefios: A GyS

Restos implicados en la formacién de A CD EGHKNQRSPyYT
iros:

gRestos flexibles: QT KS GPDEYR

En el contexto de la presente invencién, una sustitucién en un anticuerpo se indica como: Aminoécido original - posicién
- aminoécido sustituido;

Haciendo referencia a la nomenclatura bien reconocida de los aminoéacidos, se utiliza el cédigo de tres letras, o el
cédigo de una letra, incluyendo los cédigos "Xaa" o "X" para indicar cualquier resto de aminoécido. Por tanto, Xaa o X
puede representar normalmente cualquiera de los 20 aminoacidos de origen natural. La expresién "de origen natural"
como se utiliza en el presente documento se refiere a uno cualquiera de los siguientes restos de aminoacidos; glicina,
alanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, lisina, arginina, histidina, acido aspartico, asparagina, acido
glutdmico, glutamina, prolina, triptéfano, fenilalanina, tirosina, metionina y cisteina. En consecuencia, la anotacién
"K409R" o "Lys409Arg" significa, que el anticuerpo comprende una sustitucién de Lisina por Arginina en la posicién
409 del aminoacido.

La sustitucién de un amino&cido en una posiciéon determinada por cualquier otro aminoacido se denomina: Aminoacido
original - posicién; o, p. ej., "K409"

Para una modificacién en la que el (los) aminoacido(s) original(es) y/o el (los) aminoacido(s) sustituido(s) puede(n)
comprender mas de uno, pero no todos los aminoécidos, los mas de un aminoéacido pueden estar separados por o Por
ejemplo, la sustitucién de Lisina por Arginina, Alanina o Fenilalanina en la posicién 409 es:

"Lys409Arg,Ala,Phe" o "Lys409Arg/Ala/Phe" o0 "K409R,A,F" o0 "K409R/A/F" 0 "K409 a R", Ao F".

Dicha designacién puede utilizarse indistintamente en el contexto de la invencidn, pero tiene el mismo significado y
finalidad.

Por otro lado, la expresién "una sustitucién" abarca una sustitucién en uno cualquiera o en los otros diecinueve
aminoécidos naturales, o en otros aminoacidos, tales como aminoacidos no naturales. Por ejemplo, una sustitucién
del aminoacido K en la posicién 409 incluye cada una de las siguientes sustituciones: 409A, 409C, 409D, 409E, 409F,
409G, 409H, 4091, 409L, 409M, 409N, 409Q, 409R, 409S, 409T, 409V, 409W, 409P y 409Y. Esto es, por cierto,
equivalente a la designacién 409X, en donde la X designa cualquier aminoéacido distinto del aminoé&cido original. Estas
sustituciones también pueden designarse K409A, K409C, etc. o K409A,C, etc. 0 K409A/C/etc. Lo mismo se aplica por
analogia a todas y cada una de las posiciones mencionadas en el presente documento, para incluir especificamente
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en el presente documento cualquiera de dichas sustituciones.

El anticuerpo de acuerdo con la invencidén también puede comprender una delecién de un resto de aminoacido. Dicha
delecién puede indicarse como "del", e incluye, p. ej., la escritura como K409del. Por tanto, en dichas realizaciones, la
Lisina en posicién 409 se ha delecionado de la secuencia de aminoacidos.

En una realizacién de la divulgacién, tanto la primera como la segunda regién de unién del anticuerpo biespecifico se
unen a AXL. Sin embargo, la primera regién de unién comprende un conjunto diferente de secuencias CDR de la
segunda regién de unidén. Por tanto, en una realizacién particular de la divulgacién, el anticuerpo biespecifico
comprende una primera y una segunda regién de unién, y una primera y una segunda cadena pesada, en donde cada
una de la primera y segunda regiones de unién comprende una regiéon VH y VL seleccionada del grupo que consiste

en,;

a)

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

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115 y 116, respectivamente, y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente [733];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 41, 42 y 43, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 44, AAS y 45, respectivamente, [140];

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

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 57, 58 y 59, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 60, GAS y 61, respectivamente, [171];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 65, GAS y 66, respectivamente, [172];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 67, 68 y 69, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 70, GAS y 71, respectivamente, [181];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 72, 73 y 75, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 76, ATS y 77, respectivamente, [183];

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

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
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respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 78, 79 y 80, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 81, AAS y 82, respectivamente, [187];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 83, 84 y 85, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 86, GAS y 87, respectivamente, [608-
01];

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

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

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

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 110, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112, AAS y 113, respectivamente, [726];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 111, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112, AAS y 113, respectivamente, [726-
M101L];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115 y 116, respectivamente, y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente [733];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 41, 42 y 43, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 44, AAS y 45, respectivamente, [107];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 55, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 55, GAS y 56, respectivamente. [154];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 54, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 55, GAS y 56, respectivamente. [154-
M103L];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
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respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 57, 58 y 59, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 60, GAS y 61, respectivamente, [171];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 65, GAS y 66, respectivamente, [172];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 67, 68 y 69, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 70, GAS y 71, respectivamente, [181];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 72, 73 y 75, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 76, ATS y 77, respectivamente, [183];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 72, 74 y 75, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 76, ATS y 77, respectivamente, [183-
N52Q];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 78, 79 y 80, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 81, AAS y 82, respectivamente, [187];

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

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

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 94, 95 y 95, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 96, GAS y 97, respectivamente, [613];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 98, 99 y 100, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 101, DAS y 102, respectivamente, [613-
08];

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

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 110, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112, AAS y 113, respectivamente, [726];
una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ
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ID NO: 49, AAS y 50, respectivamente, [148]; y una segunda regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 111, respectivamente; y una segunda regién VL que
comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112, AAS y 113, respectivamente, [726-
M101L];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 41, 42 y 43, respectivamente; y una segunda regidén VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 44, AAS y 45, respectivamente,
[140];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 55, respectivamente; y una segunda regién VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 55, GAS y 56, respectivamente.
[154];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 54, respectivamente; y una segunda regidén VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 55, GAS y 56, respectivamente.
[154-M103L];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 57, 58 y 59, respectivamente; y una segunda regién VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 60, GAS y 61, respectivamente,
(171

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente; y una segunda regioén VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 65, GAS y 66, respectivamente,
[172];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 67, 68 y 69, respectivamente; y una segunda regidén VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 70, GAS y 71, respectivamente,
[181];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 72, 73 y 75, respectivamente; y una segunda regioén VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 76, ATS y 77, respectivamente,
[183];

qq) una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y

rr)

ss)

tt)

116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 72, 74 y 75, respectivamente; y una segunda regioén VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 76, ATS y 77, respectivamente,
[183-N52Q];

una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 78, 79 y 80, respectivamente; y una segunda regién VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 81, AAS y 82, respectivamente,
[187];

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

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

uu) una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 94, 95 y 95, respectivamente; y una segunda regién VL
que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 96, GAS y 97, respectivamente,
[613];

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

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

xX) una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 110, respectivamente; y una segunda regién
VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112, AAS y 113,
respectivamente, [726]; y

yy) una primera regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115 y
116, respectivamente; y una primera regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las
SEQ ID NO: 117, DAS y 118, respectivamente, [733]; y una segunda region VH que comprende las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 111, respectivamente; y una segunda regién
VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112, AAS y 113,
respectivamente, [726-M101L];

Los anticuerpos conjugados con un agente citotéxico, un farmaco o similar, también se conocen como conjugados de
anticuerpo y farmaco (CAF). Un CAF puede tener una semivida de periodos de tiempo que son suficientes para que
el conjugado de anticuerpo y farmaco se internalice, se degrade e induzca la muestre celular por la toxina liberada.

Por tanto, un CAF puede comprender un anticuerpo contra AXL o un anticuerpo biespecifico y un residuo terapéutico,
tal como un agente citotdxico, un farmaco quimioterapico o similar. El agente citotéxico, farmaco quimioterapico o
similar puede conjugarse con el anticuerpo o con el anticuerpo biespecifico mediante un enlazador.

Los CAF a menudo se disefian de tal manera que la carga Util citotéxica esté inactiva cuando se conjuga con el
anticuerpo. La carga citotdéxica puede liberarse intracelularmente tras la internalizacién del CAF después de unirse a
la membrana plasmética de las células o, como alternativa, en respuesta a la actividad proteolitica en el microentorno
tumoral. El término "internalizado" o "internalizacién" como se utiliza en el presente documento, se refiere a un proceso
biolégico en el que moléculas tales como el CAF-AXL son engullidas por la membrana celular y atraidas hacia el
interior de la célula. Esto también recibe el nombre de "endocitosis".

En consecuencia, en algunos casos puede ser deseable el uso de anticuerpos que se someten a internalizacién.
Dichos anticuerpos que tienen buenas propiedades de internalizaciéon pueden ser adecuados para la conjugacién con
un agente citotdxico, farmaco o similar, opcionalmente a través de un enlazador, que esta disefiado para escindirse
intracelularmente.

Una vez internalizado, el CAF puede suministrarse a los lisosomas en la mayoria de los casos, donde la liberacién
eficaz del farmaco aprovecha el entorno catabdlico que se encuentra en estos organulos. Normalmente es un
enlazador que conecta el anticuerpo con un agente citotéxico. Por tanto, se han disefiado enlazadores especializados
para escindirse Unicamente en un microentorno especifico que se encuentra dentro de o sobre la célula tumoral diana
o en el microentorno tumoral. Los ejemplos incluyen enlazadores que se escinden en condiciones &cidas, en
condiciones reductoras o con proteasas especificas.

La estabilidad del anticuerpo-enlazador-farmaco en la circulacién es importante porque esto permite el suministro del
farmaco mediado por anticuerpos a células diana especificas. Ademas, la larga semivida circulante del CAF
proporciona una exposiciéon durante varios dias o semanas después de la inyeccidn. Los farmacos que se conjugan a
través de enlazadores no escindibles y enlazadores escindibles por proteasa son generalmente mas estables en
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circulacion que los enlazadores disulfuro e hidrazona, aunque la estabilidad de estos dos Ultimos enlazadores puede
ajustarse alterando la estructura quimica adyacente (Alley et af., 2010).

En una realizacion, el residuo terapéutico es un agente citotéxico. Una citotoxina o agente citotéxico incluye cualquier
agente que es perjudicial para las células (p. ej., que produce su muerte). Los agentes citotéxicos adecuados para
formar los CAF para su uso en la presente invencién incluyen taxol, tubulisinas, duostatinas, citocalasina B, gramicidina
D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopésido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina,
daunorrubicina, dihidroxiantracindiona, maitansina o un anélogo o derivado de la misma, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina;
calicheamicina o analogos o derivados de la misma; antimetabolitos (tales como metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo, decarbazina, hidroxiurea, asparaginasa, gemcitabina, cladribina),
agentes alquilantes (tales como mecloretamina, tiotepa, clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU), lomustina
(CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbacina (DTIC), procarbazina, mitomicina C,
cisplatino y otros derivados del platino, tal como carboplatino; asi como duocarmicina A, duocarmicina SA, CC-1065
(también conocido como raquelmicina), o analogos o derivados de CC-1065), dolastatina, auristatina, pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepinas (PDB), indolinobenzodiazepina (IGN) o analogos de la misma, antibidticos (tales como
dactinomicina (antes actinomicina)), bleomicina, daunorrubicina (antes daunomicina), doxorrubicina, idarrubicina,
mitramicina, mitomicina, mitoxantrona, plicamicina, antramicina (AMC)), agentes antimitéticos (por ejemplo, agentes
dirigidos a la tubulina), tales como toxina diftérica y moléculas relacionadas (tales como la cadena A diftérica y
fragmentos activos de la misma y moléculas hibridas); toxina de ricina (como la ricina A o una toxina de cadena de
ricina A desglicosilada), toxina colérica, una toxina similar a Shiga (SLT-I, SLT-II, SLT-IIV), toxina LT, toxina C3, toxina
Shiga, toxina pertusica, toxina tetanica, inhibidor de la proteasa Bowman-Birk de la soja, exotoxina de Pseudomonas,
alorina, saporina, modeccina, gelanina, cadena de abrina A, cadena de modecina A, alfa-sarcina, proteinas de
Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII y PAP-S), inhibidor de
Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina
y toxinas de enomicina. Otras moléculas conjugadas adecuadas son los péptidos antimicrobianos/liticos tales como
CLIP, Magainina 2, melitina, Cecropina y P18; ribonucleasa (RNasa), DNasa |, enterotoxina A estafilocécica, proteina
antivirica de la hierba carmin, toxina diftérica y endotoxina de Pseudomonas. Véase, por ejemplo, Pastan et a/., Cell
47, 641 (1986) y Goldenberg, Calif. A Cancer Journal for Clinicians 44, 43 (1994). Los agentes terapéuticos que pueden
administrarse junto con anticuerpos contra AXL o conjugados de anticuerpo y farmaco para su uso de acuerdo con la
presente invencién como se describe en cualquier parte del presente documento, tales como, p. ej., citocinas o
quimiocinas antineoplasicas, son también candidatos a residuos terapéuticos Utiles para la conjugacién con un
anticuerpo para su uso de acuerdo con la presente invencién.

La expresidén "agente citotéxico” como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier agente que es
perjudicial para las células (p. ej., que produce su muerte). Para una descripcién de estas clases de farmacos muy
conocidas en la técnica, y sus mecanismos de accidn, véase Gross et al. (1990). Se proporcionan técnicas adicionales
relevantes para la preparaciéon de inmunotoxinas de anticuerpo, por ejemplo, en Vitetta et al. (1993) y en el documento
US 5,194,594,

En una realizacién de la divulgacién, el agente citotéxico esta enlazado a dicho anticuerpo, o fragmento del mismo,
con un enlazador escindible, tal como N-succinimidil 4-(2-piridilditio)-pentanoato (SSP), maleimidocaproil-valina-
citrulina-p-aminobenciloxicarbonilo (mc-vc-PAB) o AV-1 K-lock valina-citrulina.

La expresién "enlazador escindible" como se utiliza en el presente documento, se refiere a un subconjunto de
enlazadores catalizados por proteasas especificas en la célula diana o en el microentorno tumoral, dando como
resultado la liberacién del agente citotéxico. Los ejemplos de enlazadores escindibles son enlazadores basados en
motivos quimicos que incluyen disulfuros, hidrazonas o péptidos. Otro subconjunto de enlazadores escindibles, afiade
un motivo enlazador adicional entre el agente citotéxico y el enlazador primario, es decir, el sitio que une la combinacién
enlazador-farmaco al anticuerpo. En algunas realizaciones de la divulgacion, el motivo enlazador adicional es
escindible por un agente escindible que estd presente en el entorno intracelular (p. ej., dentro de un lisosoma o
endosoma o caveola). El enlazador puede ser, p. €j., un enlazador de peptidilo que es escindible con una enzima
peptidasa o proteasa intracelular, incluyendo aunque sin limitacién, una proteasa lisosémica o endosémica. En algunas
realizaciones de la divulgacién, el enlazador peptidico tiene una longitud de al menos dos aminoacidos o de al menos
tres aminoacidos. Los agentes de escisién pueden incluir catepsinas B y D y plasmina, todas ellas conocidas por
hidrolizar derivados de farmacos de tipo dipéptido dando como resultado la liberacién del farmaco activo dentro de las
células diana (véase, p. ej., Dubowchik y Walker, 1999, Pharm. Therapeutics 83:67-123). En una realizacién especifica,
el enlazador de peptidilo escindible por una proteasa intracelular es un enlazador Val-Cit (valina-citrulina) o un
enlazador Phe-Lys (fenilalanina-lisina) (véase, p. ej., el documento US6214345, que describe la sintesis de
doxorrubicina con el enlazador Val-Cit). Una ventaja de usar la liberacién proteolitica intracelular del agente terapéutico
es que el agente se atenla normalmente cuando se conjuga y que las estabilidades de los conjugados en suero son
normalmente altas.

En otra realizacién de la divulgacién, el agente citotdxico esté enlazado a dicho anticuerpo, o fragmento del mismo,

con un enlazador no escindible, tal como succinimidil-4(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (MCC) o
maleimidocaproilo (MC).
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La expresién "enlazador no escindible" como se utiliza en el presente documento, se refiere a un subconjunto de
enlazadores que, a diferencia de los enlazadores escindibles, no comprenden motivos que sean reconocidos
especifica y predeciblemente por proteasas intracelulares o extracelulares. Portanto, los CAF basados en enlazadores
no escindibles no se liberan ni se escinden del anticuerpo hasta que el complejo anticuerpo-enlazador-farmaco
completo se degrada en el compartimento lisosémico. Los tioéteres son un ejemplo de un enlazador no escindible. En
otra realizacién mas, la unidad enlazadora no es escindible y el farmaco se libera por degradacién del anticuerpo
(véase el documento US 2005/0238649). Normalmente, dicho enlazador no es sustancialmente sensible al entorno
extracelular. Como se utiliza en el presente documento, "no sustancialmente sensible al entorno extracelular" en el
contexto de un enlazador significa que no mas del 20 %, normalmente no mas del 15 %, mas normalmente no mas
del 10 % e incluso mas normalmente no mas del 5%, no mas de aproximadamente el 3% o no mas de
aproximadamente el 1 % de los enlazadores, en una muestra del compuesto conjugado de anticuerpo y farmaco, se
escinde cuando el compuesto conjugado de anticuerpo y farmaco esta presente en un entorno extracelular (p. ej.,
plasma). Que un enlazador no sea sustancialmente sensible al entorno extracelular puede determinarse, por ejemplo,
incubando con plasma el compuesto conjugado de anticuerpo y farmaco durante un periodo de tiempo predeterminado
(p- €j., 2, 4, 8, 16 0 24 horas) y cuantificando después la cantidad de farmaco libre presente en el plasma.

En una realizacién de la divulgacion, el agente citotéxico se selecciona del grupo: agentes dirigidos al ADN, p. ej.,
alquilantes y reticulantes de ADN, tales como calicheamicina, duocarmicina, raquelmicina (CC-1085), pirrolo[2,1-c][1,4]
benzodiazepinas (PBD) e indolinobenzodiazepina (IGN), agentes dirigidos a microtubulos, tal como duostatina, tales
como duostatina-3, auristatina, tales como monometilauristatina E (MMAE) y monometilauristatina F (MMAF),
dolastatina, maitansina, N(2')-desacetil-N(2')-(3-marcapto-1-oxopropil)-maitansina (DM1) y tubulisina; y analogos de
nucleésidos; o un analogo, derivados o profarmacos de los mismos.

En una realizacién, el CAF-AXL comprende una combinacién de;

i) un enlazador escindible y un agente citotéxico que tiene capacidad de destruccién por vecindad,

i) un enlazador escindible y un agente citotéxico que no tiene capacidad de destruccién por vecindad;

iii) un enlazador no escindible y un agente citotéxico que tiene capacidad de destruccidén por vecindad; o
iv) un enlazador no escindible y un agente citotéxico que no tiene capacidad de destruccién por vecindad.

La expresion "efecto de destruccion por vecindad", "destruccién por vecindad", "capacidad de destruccién por
vecindad" o "citotoxicidad por vecindad" como se utiliza en el presente documento, se refiere al efecto donde el agente
citotéxico que se conjuga con el anticuerpo mediante un enlazador escindible o no escindible tiene la capacidad de
difundirse a través de las membranas celulares después de la liberacidén del anticuerpo y, por lo tanto, provocar la
destruccién de las células vecinas. Cuando el agente citotéxico esta conjugado mediante un enlazador escindible o
no escindible, puede ser el agente citotdxico Unicamente o el agente citotéxico con una parte del enlazador que tiene
la capacidad de destruccién por vecindad. La capacidad de difundirse a través de las membranas celulares esta
relacionada con la hidrofobicidad del agente citotéxico o la combinacién del agente citotéxico y el enlazador. Dichos
agentes citotéxicos pueden ser ventajosamente toxinas permeables a la membrana, tal como MMAE que se ha
liberado del anticuerpo por proteasas. Especialmente en tumores con expresién diana heterogénea y en tumores
sélidos donde la entrada de anticuerpos puede estar limitada, puede ser deseable un efecto de destruccién por
vecindad.

La expresién "sin capacidad de destruccidn por vecindad", "sin efecto de destruccidén por vecindad", "sin destruccién
por vecindad" o "sin citotoxicidad por vecindad" como se utiliza en el presente documento, se refiere al efecto en donde
el agente citotéxico que se conjuga con el anticuerpo mediante un enlazador escindible o no escindible no tiene la
capacidad de difundirse a través de las membranas celulares después de la liberacién del anticuerpo. Por tanto, dichos
agentes citotéxicos o combinaciones del agente citotéxico con el enlazador, no seran capaces de destruir las células
vecinas después de la liberacién del anticuerpo. Se cree sin desear quedar ligado a teoria alguna, que dichas
combinaciones de un agente citotéxico y un enlazador escindible o no escindible solo destruiran las células que
expresan la diana a la que se une el anticuerpo.

Un enlace estable entre el anticuerpo y el agente citotéxico es un factor importante de un CAF. Se ha demostrado que
los tipos de enlazadores tanto escindibles como los no escindibles son seguros en ensayos clinicos y preclinicos.

En una realizacién de la divulgacién, el agente citotéxico se elige del grupo de agentes dirigidos a microtubulos, tales
como auristatinas y maitansinoides.

La expresién "agente dirigido a microtibulos" como se utiliza en el presente documento, se refiere a un agente o
farmaco que inhibe la mitosis (divisién celular). Los microtibulos son estructuras esenciales para la separacion
adecuada del ADN durante la divisién celular, y la funcién de los microtibulos depende fundamentalmente de la
"inestabilidad dinamica", es decir, el proceso en el cual las estructuras de microtibulos se alargan y se acortan
continuamente. Los agentes dirigidos a los microtibulos interrumpen o estabilizan los microtibulos, lo que impide la
formacién del huso mitético, dando como resultado la detencién mitdtica y la apoptosis. Los agentes dirigidos a
microtibulos pueden derivar, por ejemplo, de sustancias naturales tales como alcaloides vegetales e impiden que las
células experimenten mitosis interrumpiendo o estabilizando la polimerizacién de los microtibulos, impidiendo de esta
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manera la formacién del huso mitético y la posterior divisién celular, dando como resultado la inhibicién del crecimiento
canceroso. Son ejemplos de agentes dirigidos a microtubulos paclitaxel, docetaxel, vinblastina, vincristina, vinorelbina,
duostatinas, auristatinas, maitansanoides, tubulisinas y dolastatina.

En una realizacién de la divulgacion, el agente citotéxico son las auristatinas o anélogos y derivados del péptido de
auristatina (documentos US 5.635.483 y US 5.780.588). Se ha demostrado que las auristatinas interfieren en la
dinamica de los microtubulos, en la hidrélisis de GTP y en la divisién nuclear y celular (Woyke et al., 2001) y que tienen
actividad contra el cancer (documento US 5.663.149) y antifungica (Pettit, 1998). El residuo farmacolégico de
auristatina puede estar conectado al anticuerpo a través de un enlazador, a través del extremo N (amino) o C
(carboxilo) del residuo farmacolégico del péptido.

Las realizaciones ilustrativas de auristatina incluyen los residuos farmacolégicos de monometil auristatina Dg y Dr
ligados al extremo N, divulgados en Senter et a/. (2004) y descritos en el documento US 2005/0238649.

En una realizacién particular de la divulgacion, el agente citotéxico es monometil auristatina E (MMAE);

*F@W T

en donde el anticuerpo estéd enlazado a MMAE en el nitrégeno (N) en el lado izquierdo de la estructura quimica anterior
a través del enlazador apropiado.

En una realizacion de la divulgacién, el agente citotéxico monometil auristatina E (MMAE) esta enlazado al anticuerpo
a través de un enlazador de valina-citrulina (VC).

En otra realizacién de la divulgacién, el agente citotéxico monometil auristatina E (MMAE) esta enlazado al anticuerpo

a través de un enlazador de valina-citrulina (VC) y el enlazador de maleimidocaproilo (MC), en donde la combinacién
del agente citotoxico y los enlazadores tiene la estructura quimica;
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en donde MAb es el anticuerpo.

En una realizacién de la divulgacién, el agente citotéxico es monometil auristatina F (MMAF);

en donde el anticuerpo estéa enlazado a MMAF en el nitrégeno (N) en el lado izquierdo de la estructura quimica anterior
a través del enlazador apropiado.

En una realizacion de la divulgacién, el agente citotéxico monometil auristatina F (MMAF) esta enlazado al anticuerpo

mediante un enlazador de maleimidocaproilo (mc), en donde la combinacién del agente citotdxico y el enlazador tiene
la estructura quimica;
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en donde MAb es el anticuerpo.
En una realizacién de la divulgacién, el agente citotxico es la duostatina3.
En otra realizacién particular de la divulgacién, el agente citotéxico es un agente dirigido al ADN.

La expresién "agente dirigido al ADN" como se utiliza en el presente documento, se refiere a una clase especifica de
agentes citotoxicos que pueden alquilar y/o reticular el ADN. Un ejemplo de dicho agente que actlia sobre el ADN son
los agentes IGN que comprenden dimeros de indolinobenzodiazepina y pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepinas (PBD), que
son muy potentes en cuanto a su capacidad para alquilar y reticular el ADN. Otro ejemplo son los agentes IGN que
comprenden monémeros de indolinobenzodiazepina que son muy potentes en cuanto a su capacidad de alquilar solo
el ADN. Las duocarmicinas son otra clase de agentes que actian sobre el ADN. Las duocarmicinas son agentes
alquilantes sintéticos, de molécula pequefia, que se unen al surco menor del ADN. Estos compuestos son adecuados
para dirigirse a tumores sélidos asi como a tumores hematicos.

En una realizacién de la divulgacién, el CAF-AXL comprende de dos a cuatro moléculas citotdxicas por anticuerpo.
Dependiendo de las propiedades quimicas de la toxina y de la combinacién enlazador-toxina, de dos a cuatro
moléculas citotdxicas por anticuerpo puede ser superior a los conjugados con mayor carga que se eliminan mas
rapidamente de la circulacién que los conjugados con menor carga. La carga del agente citotéxico se representa como
p vy es el nUmero promedio de residuos de agente citotéxico por anticuerpo en una molécula (también denominado
relacién farmaco-anticuerpo, DAR (drug to antibody ratio). La carga del agente citotéxico puede variar de 1 a
20 residuos farmacolégicos por anticuerpo y puede producirse en aminoacidos con grupos funcionales Utiles tales
como, aunque no de forma limitativa, grupos amino o sulfhidrilo, como en la lisina o la cisteina.

En una realizacién de la divulgacién, el nimero de agentes citotdxicos por anticuerpo es de 1 a 8, talcomode2 a 7,
talcomode 2 a6, talcomode2 a5, talcomode2a4dytalcomode?2a3.

En otra realizacién de la divulgacién, el CAF-AXL comprende de cuatro a ocho moléculas citotéxicas por anticuerpo.
En otra realizacién de la divulgacion, el CAF-AXL comprende de seis a diez moléculas citotéxicas por anticuerpo. En
otra realizacién mas de la divulgacion, el CAF-AXL comprende de 10 a 30, tal como de 15 a 25, tal como 20, moléculas
citotéxicas por anticuerpo.

Dependiendo de la forma de conjugacion, la carga p puede estar limitada por el nimero de sitios de conexién con el
anticuerpo, por ejemplo, cuando la conexién es un grupo tiol de cisteina o una lisina. En general, los anticuerpos no
contienen muchos grupos tiol de cisteina libres y reactivos que puedan estar ligados a un residuo farmacolégico ya
que la mayoria de los residuos de tiol de cisteina en los anticuerpos existen como puentes disulfuro. Por lo tanto, en
aquellas realizaciones de la divulgacién, donde el agente citotéxico se conjuga a través de un tiol de cisteina, el
anticuerpo puede reducirse con un agente reductor tal como ditiotreitol (DTT) o tricarboniletilfosfina (TCEP), en
condiciones parcial o totalmente reductoras, para generar grupos tiol de cisteina reactivos. En ciertas realizaciones de
la divulgacién, la carga de farmaco de un CAF de la invencién varia de 1 a aproximadamente 8, ya que un maximo de
8 grupos tiol de cisteina libres quedan disponibles después de la reduccién (parcial) del anticuerpo (hay 8 cisteinas
implicadas en los enlaces disulfuro intercadena).

En una realizacién de la divulgacién, el residuo enlazador farmacolégico es veMMAE. El residuo enlazador
farmacoldgico veMMAE y métodos de conjugacién se divulgan en los documentos WO 2004/010957; US 7.659.241;
US 7.829.531; y US 7.851.437 (Seattle Genetics). veMMAE se forma a través de la conjugacion del enlazador me-ve-
PAB y el residuo citotoxico MMAE, y el residuo enlazador farmacolégico veMMAE se une a los anticuerpos contra AXL
en los restos de cisteina usando un método similar a los divulgados en estos documentos, p. €j., como se describe en
el Ejemplo 8.

En una realizacién de la divulgacién, el residuo enlazador farmacolégico es mcMMAF. El residuo enlazador
farmacol6gico mcMMAF y métodos de conjugacion se divulgan en los documentos US 7.498.298; US 7.994.135 y WO
2005/081711 (Seattle Genetics), y el residuo enlazador farmacolégico mcMMAF se une a los anticuerpos contra AXL
en los restos de cisteina usando un método similar a los divulgados en estos documentos.

En una realizacién de la divulgacién, el agente citotéxico esta enlazado a 1 o 2 lisinas dentro de la secuencia de
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aminodacidos del anticuerpo mediante conjugacién K-Lock™ como se describe en los documentos WO 2013/173391,
WO 2013/173392 y WO 2013/173393 (Concortis Biosystems). La duostatina3 (también conocida como Duo3) también
puede unirse a los anticuerpos contra AXL en los restos de lisina usando un método similar a los descritos en estos
documentos.

En los conjugados de anticuerpo y farmaco contra AXL de la invencidén, pueden usarse otras tecnologias con
enlazadores, tales como enlazadores que comprenden un grupo hidroxilo.

En una realizacién de la divulgacién, el enlazador se conecta a restos de cisteina libres del anticuerpo contra AXL
obtenidos mediante reduccién (parcial) del anticuerpo contra AXL.

En una realizacién particular, el enlazador es mc-vc-PAB y el agente citotéxico es MMAE; En una realizacién de la
divulgacién el enlazador SSP y el agente citotéxico es DM1.

En una realizacién particular de la divulgacién, el enlazador es MMC y el agente citotéxico es DM1; o el enlazador es
MC vy el agente citotéxico es MMAF.

En una realizacién particular de la divulgacién, el enlazador es el enlazador escindible AV1-K lock y el agente citotéxico
es duostatina3.

En una realizacién de la divulgacién, el CAF-AXL comprende el enlazador mc-ve-PAB, el agente citotéxico MMAE y
un anticuerpo en donde al menos una regién de unién comprende una regién VH y una regién VL seleccionada del
grupo que consiste en;

En una realizacién, el anticuerpo comprende al menos una regiéon de unién que comprende una regiéon VH y una regién
VL seleccionada del grupo que consiste en:

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

(b) una regiébn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
49, AAS y 50, respectivamente, [148];

(c¢) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115 y 116,
respectivamente, y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
117, DAS y 118, respectivamente [733];

(d) una regiébn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 53,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
55, GAS y 56, respectivamente [154];

(e) una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 54,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
55, GAS y 56, respectivamente [154-M103L];

(f) una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 57, 58 y 59,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
60, GAS y 61, respectivamente, [171];

(g) una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
65, GAS y 66, respectivamente, [172];

(h) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 67, 68 y 69,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
70, GAS y 71, respectivamente, [181];

() una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 72, 73 y 75,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
76, ATS y 77, respectivamente, [183];

() una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 72, 74 y 75,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
76, ATS y 77, respectivamente, [183-N52Q];

(k) una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 78, 79 y 80,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
81, AAS y 82, respectivamente, [187];

() una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 83, 84 y 85,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
86, GAS y 87, respectivamente, [608-01];

(m) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 88, 89 y 90,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
91, GAS y 92, respectivamente, [610-01];
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(n) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
96, GAS y 97, respectivamente, [613];

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

(p) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 103, 104 y 105,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
106, GAS y 107, respectivamente, [620-06];

(q) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 110,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
112, AAS y 113, respectivamente, [726];

(r) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 111,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
112, AAS y 113, respectivamente, [726-M101L];

(s) una regibn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 41, 42 y 43,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
44, AAS y 45, respectivamente, [140];

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

(u) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 119 y 120,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
49, AAS y 50, respectivamente, [148 / 140];

(v) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 123, 124 y 125,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
60, GAS y 61, respectivamente [171/172/181]; y

(w) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 121, 109 y 122,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO:
112, AAS y 113, respectivamente [726 / 187]; y

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

En otra realizacidén alternativa de la divulgacién, un conjugado de anticuerpo y farmaco contra AXL comprende un
acido nucleico conjugado o una molécula asociada a acido nucleico. En una realizacién similar, el 4cido nucleico
conjugado es una ribonucleasa citotéxica, un &cido nucleico antisentido, una molécula de ARN inhibidora (p. €j., una
molécula de ARNip) o un acido nucleico inmunoestimulador (p. ej., una molécula de ADN que contiene un motivo CpG
inmunoestimulador).

En otra realizacién alternativa de la divulgacion, un anticuerpo contra AXL se conjuga con un aptdmero o con una
ribozima o con un analogo peptidico funcional o con derivado de los mismos.

En otra realizacién alternativa de la divulgacién, se proporcionan conjugados de anticuerpo y farmaco contra AXL que
comprenden uno 0 mas aminoacidos radiomarcados. Un anticuerpo contra AXL radiomarcado puede utilizarse con
fines tanto diagnésticos como terapéuticos (la conjugacién con moléculas radiomarcadas es otra caracteristica
posible). Como ejemplos no limitativos de marcadores de polipéptidos se incluyen 3H, '4C, 15N, 35G, 90y 99T¢ 125 131
y 'Re. En la técnica se conocen métodos para preparar aminoacidos radiomarcados y derivados peptidicos
relacionados (véase, por ejemplo, Junghans et al. (1996); US 4.681.581; US 4.735.210; US 5.101.827; US 5.102.990;
US 5.648.471; y US 5.697.902. Por ejemplo, un radioisétopo de halégeno puede conjugarse a través del método de
la cloramina-T.

En una realizacién de la divulgacién, el anticuerpo se conjuga con un radioisétopo o con un quelato que contenga un
radioisétopo. Por ejemplo, el anticuerpo puede conjugarse con un enlazador quelante, p. ej., DOTA, DTPA o tiuxetén,
que permite crear un complejo entre el anticuerpo y un radioisétopo. El anticuerpo también puede, o como alternativa,
comprender o conjugarse con uno o mas aminoacidos radiomarcados u otras moléculas radiomarcadas. Un anticuerpo
contra AXL radiomarcado puede usarse con fines tanto diagnésticos como terapéuticos. Como ejemplos no limitativos
de radioisétopos se incluyen 3H, 14C, 15N, 385G, 90y 99T¢ 125] 1| 131 186Re 213Bsg 225Acy 227Th,

Los anticuerpos contra AXL también pueden estar quimicamente modificados por conjugacién covalente con un
polimero para, por ejemplo, aumentar su semivida en circulacién. Ejemplos de polimeros y métodos ilustrativos para
unirlos a péptidos, se ilustran, por ejemplo, en los documentos US 4.766.106; US 4.179.337; US 4495285 y US
4609546. Como polimeros adicionales se incluyen polioles polioxietilados y polietilenglicol (PEG) (p. €j., un PEG con
un peso molecular de entre aproximadamente 1000 y aproximadamente 40.000, tal como entre aproximadamente
2000 y aproximadamente 20.000). Esto puede usarse, por ejemplo, si el anticuerpo contra AXL es un fragmento.
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Cualquier método conocido en la técnica para conjugar el anticuerpo contra AXL con la molécula o moléculas
conjugadas, tales como los descritos anteriormente, pueden emplearse, incluidos los métodos descritos en Hunter et
al. (1974), Pain et al. (1981) y Nygren (1982). Dichos anticuerpos pueden producirse conjugando quimicamente el otro
residuo con el lado aminoterminal o el lado carboxiterminal del anticuerpo contra AXL (p. ej., una cadena H o L del
anticuerpo contra AXL) (véase, p. €., Kanemitsu, 1994). Dichos derivados de anticuerpos conjugados también pueden
generarse por conjugacion en restos o azlcares o aminoacidos no naturales o aminoacidos adicionales internos que
se han introducido en el dominio constante del anticuerpo, cuando corresponda.

Los agentes pueden acoplarse directa o indirectamente a un anticuerpo contra AXL. Un ejemplo de acoplamiento
indirecto de un segundo agente es el acoplamiento a través de un residuo espaciador a restos de cisteina o lisina en
el anticuerpo biespecifico. En una realizacién de la divulgacién, un anticuerpo contra AXL se conjuga, mediante un
espaciador o enlazador, a una molécula de profarmaco que puede activarse in vivo a un farmaco terapéutico. Después
de la administracién, los espaciadores o enlazadores son escindidos por enzimas asociadas a células tumorales u
otras condiciones especificas del tumor, mediante lo cual se forma el farmaco activo. En los documentos WO
2002/083180, WO 2004/043493, WO 2007/018431, WO 2007/089149, WO 2009/017394 y WO 2010/62171 (Syngenta
BV), se describen ejemplos de dichas tecnologias con profarmacos y enlazadores. En el documento US 6.989.452
(Medarex) también puede encontrarse una tecnologia de anticuerpo y profarmaco adecuada y anélogos de
duocarmicina.

En una realizacién de la divulgacion, el anticuerpo contra AXL se conecta a un enlazador quelante, p. €j., tiuxetan, lo
que permite conjugar el anticuerpo con un radioisétopo.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un CAF que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana,
para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto junto con un inhibidor de BRAF, un inhibidor de MEK o una
combinacién de un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK, en donde el CAF comprende un anticuerpo que
comprende al menos una regién de unién que comprende una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2
y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente, [107], enlazado a MMAE a través de un enlazador
mc-vc-PAB, y el CAF-AXL y el al menos un inhibidor se administran de manera simultanea, por separado o de manera
secuencial.

En una realizacién de la divulgacion, la al menos una regién de unién comprende una regién VH que comprende la
SEQ ID NO:1 y una regién VL comprende la SEQ ID NO:2. Opcionalmente, el isotipo del anticuerpo es I1gG1, p. €j,,
alotipo 1gG1m(f). El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal de longitud completa, tal como un anticuerpo
monoclonal IgG1,k de longitud completa.

En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de BRAF se selecciona del grupo que consiste en vemurafenib,
dabrafenib, encorafenib y sorafenib, y el melanoma presenta una mutacién en un resto de BRAF seleccionado de
V600, L597 y K601, tal como una mutacién en BRAF seleccionada de V600E, V600K, V600D, L597R y K601E. En
una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de BRAF es vemurafenib. En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor
de BRAF es dabrafenib. En una realizacién, el inhibidor de BRAF es encorafenib. En una realizacién de la divulgacién,
el inhibidor de BRAF es sorafenib.

En una realizacién de la divulgacién, el melanoma presenta una mutacién en NRAS, tal como en un resto de NRAS
seleccionado de Q61, G12 y G13, tal como una mutacién en NRAS seleccionada de Q61R, Q61K, Q61L, G12D, G128,
G12C, G12V, G13D y G13R.

En una realizaciéon de la divulgaciéon, el inhibidor de MEK se selecciona del grupo que consiste en trametinib,
cobimetinib, binimetinib y selumetinib. En una realizacién, el inhibidor de MEK es trametinib. En una realizacién de la
divulgacién, el inhibidor de MEK es cobimetinib. En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de MEK es
binimetinib. En una realizacién de la divulgacion, el inhibidor de MEK es selumetinib.

En una realizacién, el CAF-AXL se usa junto con un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK seleccionados de (a) a

(p):

(a) vemurafenib y trametinib;
(b) vemurafenib y cobimetinib;
(c) vemurafenib y binimetinib;
(d) vemurafenib y selumetinib;
(e) dabrafenib y trametinib;

(f) dabrafenib y cobimetinib;
(g) dabrafenib y binimetinib;
(h) dabrafenib y selumetinib;
(i) encorafenib y trametinib;

(j) encorafenib y cobimetinib;
(k) encorafenib y binimetinib;
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I) encorafenib y selumetinib;
m) sorafenib y trametinib

n) sorafenib y cobimetinib;
o) sorafenib y binimetinib; y
p) sorafenib y selumetinib.

(
(
(
(
(

Composiciones y kits

El CAF-AXL para su uso de acuerdo con la presente invencién, puede administrarse en forma de una composicién.
En un aspecto, la composicién es una composiciéon farmacéutica que comprende el CAF-AXL y un transportador
farmacéutico.

En una realizacion de la divulgacién, el CAF-AXL o la composicién farmacéutica que comprende el CAF-AXL, es para
su uso en el tratamiento de un melanoma junto con al menos un inhibidor de la via MAPK, p. ej., al menos un inhibidor
de serinaftreonina cinasa, de acuerdo con cualquier aspecto o realizacién anterior. Normalmente, el CAF-AXL y el
inhibidor de la combinacién se administran por separado y se formulan como composiciones farmacéuticas distintas.

En una realizacién de la divulgacién, sin embargo, la composicién farmacéutica que comprende el CAF-AXL
comprende ademas el al menos un inhibidor de serina/treonina cinasa con el que se esta tratando o se ha tratado la
neoplasia, p. €j., un inhibidor de BRAF, inhibidor de MEK o combinaciones de los mismos. Los CAF-AXL para su uso
de acuerdo con la presente invencién junto con el al menos un inhibidor de serina/treonina cinasa, pueden
proporcionarse también en forma de kit, para la administracién simultanea, por separado o secuencial, en donde el kit
puede comprender ademas instrucciones de uso.

En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de serina/treonina cinasa de la combinacién, composicién o kit, se
selecciona de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib, PLX4720, trametinib, cobimetinib, binimetinib,
selumetinib, VTX11E y LTT-4620.

En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de BRAF en la combinacién, composicién o kit, es vemurafenib o un
analogo o derivado del mismo terapéuticamente eficaz, tal como el dabrafenib, encorafenib, sorafenib o PLX4720. En
una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de BRAF es vemurafenib. En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor
de BRAF es dabrafenib. En una realizacién, el inhibidor de BRAF es encorafenib. En una realizacién de la divulgacién,
el inhibidor de BRAF es sorafenib.

En una realizacién de la divulgacién, el inhibidor de serina/treonina cinasa de la combinacién, la composicién o el kit,
comprende al menos un inhibidor de BRAF y al menos un inhibidor de MEK, en donde al menos un inhibidor de BRAF
se selecciona de vemurafenib, dabrafenib y una combinacién de los mismos, y en donde el inhibidor de MEK se
selecciona de selumetinib (AZD6244) y trametinib, y una combinacién de los mismos. Por ejemplo, la combinacién, la
composicién o el kit, pueden comprender dabrafenib y trametinib; vemurafenib y trametinib; dabrafenib, vemurafenib
y trametinib; dabrafenib y selumetinib; o vemurafenib y selumetinib. Como alternativa, la combinacién, la composicién
o el kit, pueden comprender

(a) vemurafenib y trametinib;
(b) vemurafenib y cobimetinib;
(c) vemurafenib y binimetinib;
(d) vemurafenib y selumetinib;
(e) dabrafenib y trametinib;

(f) dabrafenib y cobimetinib;
(g) dabrafenib y binimetinib;
(h) dabrafenib y selumetinib;
(i) encorafenib y trametinib;

j) encorafenib y cobimetinib;
(k) encorafenib y binimetinib;
(I) encorafenib y selumetinib;
(m) sorafenib y trametinib
(n) sorafenib y cobimetinib;
(o) sorafenib y binimetinib; o
(p) sorafenib y selumetinib.

Los kits pueden incluir ademés, si se desea, uno o més de diversos componentes de kits farmacéuticos
convencionales, tales como, por ejemplo, recipientes con uno o més transportadores farmacéuticamente aceptables,
recipientes adicionales, etc., como resultard facilmente evidente para un experto en la materia. En el kit también
pueden incluirse instrucciones impresas, ya sea en forma de prospecto o etiqueta, que indiquen las cantidades de los
componentes a administrar, las pautas de administracién y/o las pautas de mezcla de los componentes.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse con transportadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables,
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asi como cualesquiera otros adyuvantes y excipientes conocidos, de acuerdo con técnicas convencionales como las
divulgadas en Remington: The Science and Practice of Pharmacy (1995).

Los transportadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, asi como cualesquiera otros adyuvantes y
excipientes conocidos, deben ser adecuados para el CAF-AXL y el modo de administracion elegido. La idoneidad de
los transportadores y otros componentes de las composiciones farmacéuticas se determina en funcién de la ausencia
de impacto negativo significativo sobre las propiedades biolégicas deseadas del compuesto o composicién
farmacéutica elegidos (p. ej., menos de un impacto sustancial (inhibicién relativa del 10 % o menor, inhibicién relativa
del 5 % o menor, etc.) al unirse al antigeno).

Una composiciéon farmacéutica también puede incluir diluyentes, cargas, sales, tampones, detergentes (p. ej., un
detergente no i6nico, tal como Tween-20 o Tween-80), estabilizadores (p. ej., azlcares 0 aminoacidos exentos de
proteinas), conservantes, fijadores de tejidos, solubilizantes y/u otros materiales adecuados para su inclusién en una
composicién farmacéutica.

Los niveles de dosificacidn reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas pueden modificarse
para obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para conseguir la respuesta terapéutica deseada para
un paciente, composicién y modo de administracién particulares, sin ser téxicos para el paciente. El nivel de
dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos, incluyendo la actividad de las
composiciones particulares, la via de administracién, el momento de la administracion, la tasa de excrecién del
compuesto particular que se estd empleando, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales
utilizados junto con las composiciones particulares empleadas, la edad, el sexo, el peso, la afeccién, la salud general
y los antecedentes médicos anteriores del paciente que se esta tratando, y factores similares bien conocidos en las
técnicas médicas.

La composicién farmacéutica puede administrarse por cualquier via y modo adecuados. En la técnica se conocen bien
cuales son las vias de administracién adecuadas de un compuesto de la presente invencioén in vivo e in vitro y los
expertos en la materia pueden seleccionarlas.

En una realizacién, la composicién farmacéutica se administra por via parenteral.

Las expresiones "administracién parenteral' y "administrado(a) por via parenteral’, como se usan en el presente
documento, se refieren a modos de administracién distintos de la administracién enteral y tépica, normalmente por
inyeccién, e incluyen inyeccion e infusién epidérmica, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, intratendinosa, transtraqueal, subcuténea, subcuticular,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, intracraneal, intratoracica, epidural e intraesternal.

En una realizaciéon de la divulgacién, la composicion farmacéutica se administra mediante inyeccién o infusién
intravenosa o subcutanea.

Como transportadores farmacéuticamente aceptables se incluyen cualquiera y todos los disolventes, medios de
dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes de isotonicidad, antioxidantes y agentes
retardadores de la absorcién, y similares, que sean fisioldgicamente compatibles con un CAF-AXL o agente terapéutico
para su uso de acuerdo con la presente invencién.

Como ejemplos de transportadores acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas se incluyen agua, solucién salina, solucién salina tamponada con fosfato, etanol, dextrosa, polioles
(tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales,
tales como aceite de oliva, aceite de maiz, aceite de cacahuete, aceite de algoddn y aceite de sésamo, soluciones
coloidales de carboximetilcelulosa, goma de tragacanto y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo y/o
diferentes tampones. En la técnica farmacéutica se conocen otros transportadores.

Los transportadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En la técnica se conoce
bien el uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas. Excepto en la medida en que
cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso del mismo en
las composiciones farmacéuticas.

Puede conservarse una fluidez adecuada, por ejemplo, utilizando materiales de recubrimiento, tal como lecitina,
conservando el tamafio de particula necesario en el caso de dispersiones y utilizando tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender antioxidantes farmacéuticamente aceptables, por
ejemplo (1) antioxidantes solubles en agua, tales como acido ascérbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio,
metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares; (2) antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de
ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y
similares; y (3) agentes quelantes de metales, tales como &cido citrico, &cido etilendiaminotetraacético (EDTA),
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sorbitol, &cido tartérico, acido fosforoso y similares.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes isotbnicos, tales como azlcares,
polialcoholes, tales como manitol, sorbitol, glicerol o cloruro de sodio, en las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener uno o méas adyuvantes apropiados para la via de
administracién elegida tales como conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes, agentes de
dispersién, conservantes o tampones, que pueden potenciar la vida Util o la eficacia de la composicién farmacéutica.
Los CAF-AXL o agentes terapéuticos para los usos de la presente invencién, pueden prepararse con transportadores
que protejan el compuesto contra la liberacién rapida, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo
implantes, parches transdérmicos y sistemas de suministro microencapsulados. Dichos transportadores pueden incluir
gelatina, monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo, polimeros biodegradables y biocompatibles tales como
acetato de etilvinilo, polianhidridos, &cido poliglicélico, colageno, poli-ortoésteres, y acido polilactico solo o con una
cera, u otros materiales bien conocidos en la técnica. Generalmente, los expertos en la materia conocen métodos para
la preparacién de dichas formulaciones. Véase, p. ej., Robinbson: Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems (1978).

En una realizacion de la divulgacién, los compuestos pueden formularse para garantizar una distribucién adecuada in
vivo. Los transportadores farmacéuticamente aceptables para administracién parenteral incluyen soluciones o
dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. En la técnica se conoce bien el uso de dichos medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible
con el compuesto activo, se contempla el uso del mismo en las composiciones farmacéuticas. También pueden
incorporarse a las composiciones otros compuestos activos o terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas para inyeccién normalmente deben ser estériles y estables en las condiciones de
fabricaciéon y conservacidén. La composicién puede formularse como una solucién, microemulsién, liposoma u otra
estructura ordenada adecuada para una concentracion alta de farmaco. El transportador puede ser un disolvente o un
medio de dispersién acuoso o no acuoso que contenga, por ejemplo, agua, etanol, polioles (tales como glicerol,
propilenglicol, polietilenglicol y similares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como el aceite
de oliva, y ésteres organicos inyectables, tal como el oleato de etilo. Puede conservarse la fluidez adecuada, por
ejemplo, utilizando un recubrimiento, tal como lecitina, conservando el tamafio de particula necesario en caso de las
dispersiones y utilizando tensioactivos. En muchos casos, sera preferible incluir en la composicién agentes isoténicos,
por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como glicerol, manitol, sorbitol o cloruro sédico. La absorciéon prolongada
de las composiciones inyectables puede llevarse a cabo incluyendo en la composicién un agente que retrase la
absorcién, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina. Pueden prepararse soluciones inyectables estériles
incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de
ingredientes, p. ej.,, como los enumerados anteriormente, segln sea necesario, seguido de esterilizacién por
microfiltracién. En general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que
contiene un medio de dispersién bésico y los restantes ingredientes necesarios, p. ej., de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones inyectables estériles, son ejemplos de
métodos de preparacién, el secado al vacio y el secado por congelacién (liofilizacién), que proporcionan un polvo del
principio activo asi como cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién de los mismos previamente
esterilizada por filtracién.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segln sea necesario,
seguido de esterilizaciéon por microfiltracién. En general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico y los restantes ingredientes necesarios de
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones inyectables estériles,
son ejemplos de métodos de preparacién, el secado al vacio y el secado por congelacién (liofilizacion), que
proporcionan un polvo del principio activo asi como cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién
de los mismos previamente esterilizada por filtracién.

Produccién de anticuerpos contra AXL

Los anticuerpos para su uso como CAF de acuerdo con la invencién pueden prepararse de manera recombinante en
una célula hospedadora, usando construcciones de &cido nucleico, normalmente en forma de uno o mas vectores de
expresién. En una realizacién, la construcciéon de acido nucleico codifica una o més secuencias expuestas en la Tabla
1. En una realizacién adicional de la divulgacién, el vector de expresién comprende ademés una secuencia de &cidos
nucleicos que codifica la regién constante de una cadena ligera, una cadena pesada o las cadenas ligera y pesada de
un anticuerpo, p. €j., un anticuerpo monoclonal de IgG1, k humano.

El anticuerpo contra AXL expresado puede conjugarse posteriormente con un residuo como se describe en el presente

documento. En otra realizacién, el anticuerpo contra AXL puede usarse posteriormente para generar un anticuerpo
biespecifico como se describe en el presente documento, antes de la conjugacion.
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El vector de expresidén puede ser cualquier vector adecuado, incluidos vectores cromosémicos, no cromosémicos y de
acido nucleico sintético (una secuencia de acido nucleico que comprende un conjunto adecuado de elementos de
control de la expresién). Como ejemplos de dichos vectores se incluyen derivados de SV40, plasmidos bacterianos,
ADN de fago, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos,
y vectores de 4cido nucleico (ARN o ADN) virico. En una realizacién de la divulgacién, un acido nucleico que codifica
un anticuerpo contra AXL estd comprendido en un vector de ADN o ARN no marcado, incluyendo, por ejemplo, un
elemento de expresién lineal (como se describe por ejemplo en Sykes y Johnson (1997), un vector de 4cido nucleico
compactado (como se describe por ejemplo en los documentos US 6.077.835 y/o WO 00/70087), un vector plasmidico
tal como pBR322, pUC 19/18 o pUC 118/119, un vector de &cido nucleico de tamafio muy pequefio ("midge") (como
se describe, por ejemplo, en Schakowski et al. (2001)), o como una construccién precipitada de vector de acido
nucleico, tal como una construccién precipitada con fosfato célcico (como se describe, por ejemplo, en el documento
WO 00/46147; Benvenisty y Reshef, 1986; Wigler et al., 1978; y Coraro y Pearson, 1981). Dichos vectores de acido
nucleico y el uso de los mismos se conocen bien en la técnica (véanse, por ejemplo, los documentos US 5.589.466 y
US 5.973.972).

En una realizacion de la divulgacién, el vector es adecuado para la expresidén del anticuerpo contra AXL en una célula
bacteriana. Como ejemplos de dichos vectores se incluyen vectores de expresidn tales como BlueScript (Stratagene),
vectores pIN (Van Heeke y Schuster, 1989), vectores pET (Novagen, Madison WI) y similares).

Un vector de expresién también puede, o como alternativa, ser un vector adecuado para la expresién en un sistema
de levadura. Se puede emplear cualquier vector adecuado para la expresién en un sistema de levadura. Los vectores
adecuados incluyen, por ejemplo, vectores que comprenden promotores constitutivos o inducibles tales como el factor
alfa, alcohol oxidasa y PGH (revisado en Ausubel et al., 1987, y Grant et al., 1987).

Una construccién de acido nucleico y/o vector también puede comprender una secuencia de acidos nucleicos que
codifique una secuencia de secrecién/localizacién, que puede dirigirse a un polipéptido, tal como una cadena
polipeptidica naciente, al espacio periplasmico o al medio de cultivo celular. Dichas secuencias se conocen bien en la
técnica e incluyen péptidos lideres de secrecién o péptidos sefial, secuencias dirigidas a organulos (p. ej., secuencias
de localizacién nuclear, sefiales de retencién ER, secuencias de transito mitocondrial, secuencias de transito al
cloroplasto), secuencias de localizacién/anclaje de membranas (p. ej., secuencias de transferencia de parada,
secuencias de anclaje de GPl), y similares.

En un vector de expresién, los 4cidos nucleicos que codifican anticuerpos contra AXL pueden comprender o estar
asociados a cualquier promotor, potenciador y a otros elementos adecuados que faciliten la expresién. Como ejemplos
de dichos elementos se incluyen promotores de expresion fuertes (p. ej., el promotor/potenciador IE (inmediato
temprano) de CMV humano, asi como promotores de RSV, SV40, SL3-3, MMTV y de LTR (repeticiones terminales
largas) del VIH), secuencias de terminacién de poli (A) eficaces, un origen de replicacién para el producto plasmidico
en E. coli, un gen de resistencia a antibiéticos como marcador de seleccién y/o un sitio de clonacién conveniente (p.
ej., un polienlazador). Los acidos nucleicos también pueden comprender un promotor inducible en contraposicién a un
promotor constitutivo, tal como el IE de CMV (el experto reconocera que dichos términos son en realidad descriptores
de un grado de expresién génica en determinadas condiciones).

En una realizacion, el vector de expresidén que codifica el anticuerpo contra AXL puede colocarse en, y/o suministrase
a, la célula hospedadora o al animal hospedador a través de un vector virico.

La célula hospedadora puede ser una célula hospedadora eucariota o procariota recombinante, tal como un
transfectoma, que produce un anticuerpo contra AXL como se define en el presente documento o una molécula
biespecifica de la invencién como se define en el presente documento. Como ejemplos de células hospedadoras se
incluyen células de levadura, de bacterias y de mamiferos, tales como células CHO o HEK o derivadas de las mismas.
Por ejemplo, en una realizacién de la divulgacion, la célula comprende un acido nucleico integrado de forma estable
en el genoma celular que comprende una secuencia que codifica la expresién del anticuerpo contra AXL. En otra
realizacion de la divulgacion, la célula comprende un acido nucleico no integrado, tal como un plasmido, césmido,
fagémido, o elemento de expresion lineal, que comprende una secuencia que codifica la expresion del anticuerpo
contra AXL.

La expresién "célula hospedadora recombinante” (o simplemente "célula hospedadora"), como se utiliza en el presente
documento, pretende referirse a una célula en la que se ha introducido un vector de expresion. Debe entenderse que
tales términos pretenden referirse no sélo a la célula en cuestién particular, sino también a la descendencia de dicha
célula. Dado que pueden producirse determinadas modificaciones en las generaciones sucesivas debido a mutaciones
o a influencias medioambientales, es posible que dicha descendencia no sea de hecho idéntica a la célula progenitora,
pero aln asi se incluye en el &mbito de la expresién "célula hospedadora" como se utiliza en el presente documento.
Como células hospedadoras recombinantes se incluyen, por ejemplo, transfectomas, tales como células CHO, células
HEK-293, células PER.C6, NSO y células linfociticas, y células procariotas tales como E. coli y otros hospedadores
eucariotas tales como células de plantas y hongos.
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El término "transfectoma", como se utiliza en el presente documento, incluye células hospedadoras eucariotas
recombinantes que expresan el anticuerpo o un antigeno diana, tales como células CHO, células PER.C6, NSO, células
HEK-293, células de plantas u hongos, incluyendo células de levadura.

Los anticuerpos pueden producirse de manera alternativa a partir un hibridoma preparado a partir de linfocitos B
esplénicos de murino obtenidos de ratones inmunizados con un antigeno de interés, por ejemplo, en forma de células
que expresan el antigeno en la superficie, o un acido nucleico que codifica una regién extracelular de AXL. Los
anticuerpos monoclonales también pueden obtenerse a partir de hibridomas derivados de células que expresan
anticuerpos de seres humanos o de mamiferos no humanos inmunizados, tales como conejos, ratas, perros, primates,
etc.

Los anticuerpos humanos pueden generarse usando ratones transgénicos o transcromosémicos, p. ej., ratones
HuMADb, que portan partes del sistema inmunitario humano en lugar del sistema de ratén. El ratbn HuUMAb,contiene un
minilocus del gen de inmunoglobulina humano que codifican secuencias de inmunoglobulina humana de cadena
pesada (U YY) y cadena ligera k no reordenadas, junto con mutaciones dirigidas que inactivan los locus endégenos de
la cadena p y k (Lonberg et al., 1994a). En consecuencia, después de la inmunizacién, los ratones generan una
respuesta contra anticuerpos humanos, los transgenes de cadena pesada y ligera humanos introducidos,
experimentan un cambio de clase y mutacién somética para generar anticuerpos monoclonales humanos de alta
afinidad 1gG,k (Lonberg et al., 1994b; Lonberg y Huszar, 1995; Harding y Lonberg, 1995). La preparacién de ratones
HuMADb se describe con detalle en Taylor et al., 1992; Chen et al., 1993; Tuaillon et al., 1994; y Fishwild et al., 1996.
Véanse también los documentos US 5.545.806; US 5.569.825; US 5.625.126; US 5.633.425; US 5.789.650; US
5.877.397, US 5.661.016; US 5.814.318; US 5.874.299; US 5.770.429; US 5.545.807; WO 98/024884; WO 94/025585;
WO 93/001227; WO 92/022645; WO 92/003918; y WO 01/009187. Los esplenocitos de estos ratones transgénicos
pueden usarse para generar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales humanos de acuerdo con técnicas
bien conocidas. Ademas, pueden generarse anticuerpos humanos a partir de ratones o ratas transgénicos para
producir anticuerpos quiméricos de ser humano-rata que pueden usarse como fuente para la produccién recombinante
de anticuerpos monoclonales totalmente humanos.

Ademas, los anticuerpos humanos pueden identificarse mediante tecnologias de presentacién, incluyendo, sin
limitacién, presentacién en fagos, presentacién en retrovirus, presentaciéon en ribosomas, expresién en mamiferos,
presentacién en levaduras y otras técnicas conocidas en la materia, y las moléculas resultantes pueden someterse a
maduracion adicional, tal como maduracién por afinidad, como tales, dichas técnicas son muy conocidas en la materia.

Tabla 2 - Secuencias

SEQ ID | Nombre Secuencia de aminoacidos Comentarios

NO:

1 107 VH EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWVRQAPGK | Ab de unién
GLEWVSTTSGSGASTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLR | 2 dominio de
AEDTAVYYCAKIWIAFDIWGQGTMVTVSS BalbC

2 107 VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAP

RLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
YGSSPYTFGQGTKLEIK

3 140 VH EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMTWVRQAPGK
GLEWVSAISISGASTFYADSVKGRFTISRDNSKNTLSLOMNSLRA
EDTAVYFCRGYSGYVYDAFDIWGQGTMVTVSS

4 140 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QYNSYPLTFGGGTKVEIK

5 148 VH EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMTWVRQAPGK | Ab de unién
GLEWVSAISISGGSTFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA | & dominio de
EDTAVYYCRGYSGYVYDAFDFWGQGTMVTVSS BalbC
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(continuacién)

SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia de aminoacidos

Comentarios

148 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QYNSYPLTFGGGTKVEIK

154 VH

EVQLLDSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISIGGGNAYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AADTAVYYCAKPGFIMVRGPLDYWGQGALVTVSS

Ab de unién
al dominio de
FN1 HCo12-
BalbC

154-M103L VH

EVQLLDSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISIGGGNAYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLR
AADTAVYYCAKPGFILVRGPLDYWGQGALVTVSS

154 VL

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSNSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQ
QYGSSPYTFGQGTKLEIK

10

171 VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSDISVSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLR
AEDTAVYYCAKEGYIWFGESLSYAFDIWGQGTMVTVSS

Ab de unién
al dominio de
Ig2 HCo17-
BalbC

11

171 VL

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAP
RLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
YGRSFTFGPGTKVDIK

12

172 VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGK
GLEWVSDISVSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLR
AEDTAVYYCAKEGYIWFGESLSYAFDIWGQGTMVTVSS

13

172 VL

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAP
RLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
YGRSFTFGPGTKVDIK

14

181 VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSDISVSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLHMNSLR
AEDTAVYYCAKEGYIWFGESLSYAFDIWGQGTMVTVSS

15

181 VH

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAP
RLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
YGRSFTFGPGTKVDIK

16

183 VH

QVQLOQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEINQSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAA
DTSVYYCASGNWDHFFDYWGQGTLVTVSS

Ab de unién
al dominio de
FN1 HCo17-
BalbC

17

183-N52Q VH

QVQLOQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEIQQSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAA
DTSVYYCASGNWDHFFDYWGQGTLVTVSS

18

183 VL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQHKPGKA
PKLLIYATSSLQSGVTSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQ
AKSFPWTFGQGTKVEIK
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(continuacién)

SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia de aminoacidos

Comentarios

19

187 VH

QVPLOQOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYHWSWIRQPPGK
GLEWIGEISHSGRTNYNPSLKSRVTISIDTSKNQFSLKLSSVTAAD
TAVYYCASFITMIRGTIITHFDYWGQGTLVTVSS

20

187 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QYHSYPYTFGQGTKLEIK

21

VH de 608-01

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQ
GLEWMGRIPIFGIANYVOKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRA
EDTAVYYCARRGDYYGSGSPDVFDIWGQGTMVTVSS

22

VL de 608-01

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAP
RLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
YGSSYTFGQGTKLEIK

23

VH de 610-01

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQ
GLEWMGRIPIFGIANYVQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRA
EDTAVYYCARRGNYYGSGSPDVFDIWGQGTMVTVSS

24

VL de 610-01

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAP
RLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
YGSSYTFGQGTKLEIK

25

613 VH

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAINWMRQAPG
QGLEWMGRIIPIFGIVNYAQKFQGRVTLTADKSTSTAYMELSSLR
SEDTAVYYCARRGNYYGSGSPDVFDIWGQGTMVTVSS

Ab de unién
al dominio de
Ig1 HCo20

26

613 VL

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQK
PGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPE
DFAVYYCOOYGSSYTFGOGTKLEIK

27

VH de 613-08

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAINWMRQAPG
QGLEWMGRIIPIFGIVNYAQKFQGRVTLTADKSTSTAYMELSSLR
SEDTAVYYCARRGNYYGSGSPDVFDIWGQGTMVTVSS

28

VL de 613-08

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPR
LLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQR
SNWLTFGGGTKVEIK

29

VH de 620-06

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQ
GLEWMGRIPIFGIANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRS
EDTAVYYCARRGNYYGSGSPDVFDIWGQGTMVTVSS

30

VL de 620-06

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAP
RLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
YGSSYTFGQGTKLEIK

31

726 VH

QVQLOQQWGAGLLKPSETLSLTCAIDGGSFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEISHSGRTNYNPSLKSRVTISIDTSKNQFSLKLSSVAAAD
TAVYYCARFITMIRGAINITHFDYWGQGALVTVSS

Ab de unién
al dominio de
FN2 HCo17-
BalbC
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(continuacién)

SEQ ID | Nombre Secuencia de aminoacidos Comentarios

NO:

32 726-M101L VH QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAIDGGSFSGYYWSWIRQPPGK
GLEWIGEISHSGRTNYNPSLKSRVTISIDTSKNQFSLKLSSVAAAD
TAVYYCARFITLIRGAIITHFDYWGQGALVTVSS

33 726 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKA
PKSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QYHSYPYTFGQGTKLEIK

34 733 VH QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSFSTYAMHWVRQAPG | Ab de unién
KGLEWVAVISYDGDNKYSADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL | 2 derminio de
RAEDTAVYYCARGRKLGIDAFDIWGQGTMVTVSS BalbC

35 733 VL AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPK
LLIVDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISGLQPEDFATYYCQQF
NSYPFTFGPGTKVDIK

36 CDR1de VH 107 | GFTFSSYA

37 CDR2de VH 107 | TSGSGAST

38 CDR3de VH 107 | AKIWIAFDI

39 CDR1de VL 107 | QSVSSSY

CDR2de VL 107 | GAS

40 CDR3de VL 107 | QQYGSSPYT

41 CDR1de VH 140 | GFTFSSYA

42 CDR2de VH 140 | ISISGAST

43 CDR3de VH 140 | RGYSGYVYDAFDI

44 CDR1deVL140 | QGISNW

CDR2de VL 140 | AAS

45 CDR3de VL 140 | QQYNSYPLT

46 CDR1de VH 148 | GFTFSSYA

47 CDR2de VH 148 | ISISGGST

48 CDR3de VH 148 | RGYSGYVYDAFDF

49 CDR1de VL 148 | QGISNW

CDR2de VL 148 | AAS

50 CDR3de VL 148 | QQYNSYPLT

51 CDRTde VH 154 | GFTFSSYA

52 CDR2de VH 1564 | ISIGGGNA

53 CDR3de VH 154 | AKPGFIMVRGPLDY

54 CDR3de VHde | AKPGFILVRGPLDY

154-M103L
55 CDR1de VL 154 | QSVSNSY
CDR2de VL 154 | GAS

56 CDR3de VL 154 | QQYGSSPYT

57 CDR1de VH 171 | GFTFSSYA

58 CDR2de VH 171 | ISVSGGST

59 CDR3de VH171 | AKEGYIWFGESLSYAFDI

60 CDR1de VL 171 | QSVSSSY
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(continuacién)

SEQ ID | Nombre Secuencia de aminoacidos Comentarios
NO:
CDR2 de VL 171 GAS
61 CDR3de VL 171 QQYGRSFT
62 CDR1de VH 172 GFTFSNYA
63 CDR2de VH 172 ISVSGGST
64 CDR3 de VH 172 AKEGYIWFGESLSYAFDI
65 CDR1deVL 172 QSVSSSY
CDR2de VL 172 GAS
66 CDR3de VL 172 QQYGRSFT
67 CDR1 de VH 181 GFTFSSYA
68 CDR2 de VH 181 ISVSGGST
69 CDR3 de VH 181 AKEGYIWFGESLSYAFDI
70 CDR1 de VL 181 QSVSSSsY
CDR2 de VL 181 GAS
71 CDR3 de VL 181 QQYGRSFT
72 CDR1 de VH 183 GGSFSGYY
73 CDR2 de VH 183 INQSGST
74 CDR2 de VH de 1QQSGST
183-N52Q
75 CDR3 de VH 183 ASGNWDHFFDY
76 CDR1de VL 183 QGISSW
CDR2 de VL 183 ATS
77 CDR3 de VL 183 QQAKSFPWT
78 CDR1 de VH 187 GGSFSGYH
79 CDR2 de VH 187 ISHSGRT
80 CDR3 de VH 187 ASFITMIRGTIITHFDY
81 CDR1 de VL 187 QGISSwW
CDR2 de VL 187 AAS
82 CDR3 de VL 187 QQYHSYPYT
83 CDR1 de VH 608- GGTFSSYA
01
84 CDR2 de VH 608- IIPIFGIA
01
85 CDR3 de VH 608- ARRGDYYGSGSPDVFDI
01
86 CDR1 de VL 608- QSVSSSY
01
CDR2 de VL 608- GAS
01
87 CDR3 de VL 608- QQYGSSYT
01
88 CDR1 de VH 610- GGTFSSYA
01
89 CDR2 de VH 610- IIPIFGIA
01
90 CDR3 de VH 610- ARRGNYYGSGSPDVFDI
01
91 CDR1 de VL 610- QSVSSSY

01
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(continuacién)

SEQ ID | Nombre Secuencia de aminoacidos Comentarios
NO:
CDR2 de VL 610- GAS
01
92 CDR3 de VL 610- QQYGSSYT
01
93 CDR1 de VH 613 GGTFSSYA
94 CDR2 de VH 613 IIPIFGIV
95 CDR3 de VH 613 ARRGNYYGSGSPDVFDI
96 CDR1deVL®613 QSVSSSY
CDR2 de VL 613 GAS
97 CDR3de VL 613 QQYGSSYT
98 CDR1 de VH 613- GGTFSSYA
08
99 CDR2 de VH 613- IIPIFGIV
08
100 CDR3 de VH 613- ARRGNYYGSGSPDVFDI
08
101 CDR1 de VL 613- QSVSSY
08
CDR2 de VL 613- DAS
08
102 CDR3 de VL 613- QQRSNWLT
08
103 CDR1 de VH 620- GGTFSSYA
06
104 CDR2 de VH 620- IIPIFGIA
06
105 CDR3 de VH 620- ARRGNYYGSGSPDVFDI
06
106 CDR1 de VL 620- QSVSSSY
06
CDR2 de VL 620- GAS
06
107 CDR3 de VL 620- QQYGSSYT
06
108 CDR1 de VH 726 GGSFSGYY
109 CDR2 de VH 726 ISHSGRT
110 CDR3 de VH 726 ARFITMIRGAITHFDY
111 CDR3 de VH de ARFITLIRGAIITHFDY
726-M101L
112 CDR1de VL 726 QGISSW
CDR2 de VL 726 AAS
113 CDR3de VL 726 QQYHSYPYT
114 CDR1 de VH 733 GFSFSTYA
115 CDR2 de VH 733 ISYDGDNK
116 CDR3 de VH 733 ARGRKLGIDAFDI
117 CDR1de VL 733 QGISSA
CDR2 de VL 733 DAS
118 CDR3de VL 733 QQFNSYPFT
119 CDR2 de VH de ISISGXST -endonde Xes Ao G

dominio de Ig2
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(continuacién)

SEQ ID | Nombre Secuencia de aminoacidos Comentarios
NO:
120 CDR3 de VH de RGYSGYVYDAFDX -endonde XesloF
dominio de Ig2
121 CDR1 de VH de GGSFSGYX -endonde XesHoY
dominio de FN2
122 CDR3 de VH de AX1FITMIRGX2IITHFDY -en donde X1esSoR;y X2es To A
dominio de FN2
123 CDR1 de VH de GFTFSXYA -endonde Xes SoN
dominio de FN1
124 CDR2 de VH de ISVSGGST
dominio de FN1
125 CDR3 de VH de AKEGYIWFGESLSYAFDI
dominio de FN1
126 CDR2 de VH de [IPIFGIX-en donde Xes AoV
dominio de Ig1
127 CDR3 de VH de ARRGXYYGSGSPDVFDI -en donde Xes Do N
dominio de Ig1
128 CDR1 de VL de QSVXSSY -en donde X es S o del
dominio de Ig1
CDR2 de VL de XAS -endonde XesDo G
dominio de Ig1
129 CDR3 de VL de QQX1IX2X3X4X5T-endonde X1 esRoY; X2esS0G; X3esNo
dominio de Ig1 S; X4desWoS;yXbesLoY
130 Proteina AXL MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGN

humana (Swissprot
P30530)

PGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQT
QVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVS
QPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTVAANTPFNLSCOQAQGPPEPVDLL
WLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTT
SRTATITVLPOQQPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTL
QAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHT
PYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGS
QAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQODTPEVLMDIGLRQEVT
LELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQOAQ
PVHQLVKEPSTPAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRK
KETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELK
EKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVA
VKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSER
ESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOQMLVKFMA
DIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIY
NGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMW
EIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSR
CWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVYNMDEGG
GYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPST
TPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

131

AXL de Mus
musculus

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMYPYDVPDYAAHKDTQ
TEAGSPFVGNPGNITGARGLTGTLRCELQVQGEPPEVVWLRDG
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QILELADNTQTQVPLGEDWQDEWKVVSQLRISALQLSDAGEYQ
CMVHLEGRTFVSQPGFVGLEGLPYFLEEPEDKAVPANTPFNLSC
QAQGPPEPVTLLWLQDAVPLAPVTGHSSQHSLOTPGLNKTSSFS
CEAHNAKGVTTSRTATITVLPQRPHHLHVVSROPTELEVAWTPG
LSGIYPLTHCNLQAVLSDDGVGIWLGKSDPPEDPLTLQVSVPPH
QLRLEKLLPHTPYHIRISCSSSQGPSPWTHWLPVETTEGVPLGPP
ENVSAMRNGSQVLVRWQEPRVPLOGTLLGYRLAYRGQDTPEV
LMDIGLTREVTLELRGDRPVANLTVSVTAYTSAGDGPWSLPVPL
EPWRPGQGQPLHHLVSEPPPRAFSWPWWYVLLGAVVAAACY
LILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTE
ATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQ
LNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVM
RLIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYL
PTQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSYV
CVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSD
VWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADC
LDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEI
LYVYNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVH
PAGRYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

132

AXL de Homo
sapiens - dominio
Ig1 de Mus
musculus

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGN
PGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQT
QVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVS
QPGYVGLEGLPYFLEEPEDKAVPANTPFNLSCQAQGPPEPVTLL
WLQDAVPLAPVTGHSSQHSLQTPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTT
SRTATITVLPOQQPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTL
QAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHT
PYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGS
OAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVLMDIGLRQEVT
LELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQOAQ
PVHQLVKEPSTPAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRK
KETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELK
EKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDS
ILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCF
QGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQML
VKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFG
LSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFG
VIMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLY
ALMSRCWELNPQODRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVN
MDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGR
YVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA
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133

AXL de Homo
sapiens - dominio
g2 de Mus
musculus

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGN
PGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQT
QVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVS
QPGYVGLEGLPYFLEEPEDKAVPANTPFNLSCQAQGPPEPVTLL
WLQDAVPLAPVTGHSSQHSLQTPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTT
SRTATITVLPOQQPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTL
QAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHT
PYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGS
OAFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVLMDIGLRQEVT
LELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQOAQ
PVHQLVKEPSTPAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRK
KETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELK
EKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDS
ILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCF
QGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQML
VKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFG
LSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFG
VIMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLY
ALMSRCWELNPODRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVN
MDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGR
YVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

134

AXL de Homo
sapiens - dominio
FN1 de Mus
musculus

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGN
PGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQT
QVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVS
QPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTVAANTPFNLSCOQAQGPPEPVDLL
WLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTT
SRTATITVLPQRPHHLHVVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCNL
QAVLSDDGVGIWLGKSDPPEDPLTLQVSVPPHQLRLEKLLPHTP
YHIRISCSSSQGPSPWTHWLPVETTEGVPLGPPENISATRNGSQA
FVHWQEPRAPLOGTLLGYRLAYQGQODTPEVLMDIGLRQEVTLE
LQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQPV
HQOLVKEPSTPAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKE
TRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEK
LRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDS
ILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCF
QGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQML
VKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFG
LSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFG
VIMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLY
ALMSRCWELNPODRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVN
MDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGR
YVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA
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135

AXL de Homo
sapiens - dominio
FN2 de Mus
musculus

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGN
PGNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQT
QVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVS
QPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTVAANTPFNLSCOQAQGPPEPVDLL
WLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTT
SRTATITVLPQQPRNLHLVSROQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTL
QAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHT
PYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENVSAMRNG
SQVLVRWQEPRVPLOGTLLGYRLAYRGODTPEVLMDIGLTREVT
LELRGDRPVANLTVSVTAYTSAGDGPWSLPVPLEPWRPGQGQP
LHHLVSEPPPRAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKK
ETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKE
KLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAV
KTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERE
SFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOMLVKFMAD
IASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYN
GDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEI
ATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRC
WELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGG
YPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTT
PSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

136

511 VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWVRQAPGK
GLEWVSGISGSGGHTYHADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCAKDRYDILTGYYNLLDYWGQGTLVTVSS

Ab de unién
al dominio 1g2

137

CDR1 de VH 511

GFTFSSYA

138

CDR2 de VH 511

ISGSGGHT

139

CDR3 de VH 511

AKDRYDILTGYYNLLDY

140

511 VL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEEAP
KSLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQ
YNSYPLTFGGGAKVEIK

141

CDR1 de VL 511

QGISSW

CDR2 de VL 511

AAS

142

CDR3 de VL 511

QQYNSYPLT

143

061 VH

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYAFTGYGISWVRQAPGQ
GLEWIGWISAYNGNTNYVONLOQDRVTMTTDTSTSTAYMELRSL
RSDDTAVYYCARDHISMLRGIIRNYWGQGTLVTVSS

Ab de unién
al dominio 1g1

144

061 VL

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPR
LLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRS
SWPRLTFGGGTKVEIK

145

137 VH

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSRYAISWVRQAPGQ
GLEWMGRIIPIVGIANYAQKFQGRVTLTADKSTSTAYMELSSLRS
EDTAVYYCAREAGYSSSWYAEYFQHWGQGTLVTVSS

146

137 VL

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSNYLAWYQQKPGQAP
RLLIYGASSRATGFPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
YGSSPYTFGQGTKLEIK
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NO:
147 AXL.de Macaga AWRCPRMGRVPLAWCLALCGWVCMAPRGTQAEESPFVGNP
gaesgfa%’ggié”“mem GNITGARGLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQT
HB387229.1) QVPLGEDEQDDWIVVSQLRIASLQLSDAGQYQCLVFLGHQNFV

SQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTVAANTPFNLSCOQAQGPPEPVDL
LWLQDAVPLATAPGHGPQRNLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVT
TSRTATITVLPQQPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTL
QAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTLQASVPPHQLRLGSLHPHTP
YHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGSQ
AFVHWQEPRAPLQGTLLGYRLAYOGQDTPEVLMDIGLRQEVTL
ELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQP
VHQOLVKETSAPAFSWPWWYILLGAVVAAACVLILALFLVHRRKK
ETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKE
KLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAV
KTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERE
SFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOMLVKFMAD
IASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYN
GDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEI
ATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRC
WELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGG
YPEPPGAAGGADPPTQLDPKDSCSCLTSAEVHPAGRYVLCPSTA
PSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

148-153 Véase el Ejemplo 3

La presente invencién se ilustra ademas con los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como limitativos.
Ejemplos
Ejemplo 1 - Generacién de anticuerpos contra AXL y de los CAF contra AXL

Primer conjunto de anticuerpos especificos de AXL

Se produjo un primer conjunto de anticuerpos monoclonales especificos de AXL (anticuerpos 1gG1-AXL-061, 1gG1-
AXL-107, 1gG1-AXL-183, IgG1-AXL-613, IgG1-AXL-726, IgG1-AXL-511, IgG1-AXL-137, IgG1-AXL-148, IgG1-AXL-
154, 1gG1-AXL-171, 1IgG1-AXL-733) inmunizando ratones transgénicos con construcciones o células de proteina AXL
como se describe a continuacién. Para mas detalles sobre los procedimientos de inmunizacién, generacién de
hibridomas y espectrometria de masas de los anticuerpos purificados, véase el Ejemplo 1 del documento WO
2016/005593 A1.

Construcciones de expresién para AXL

Para la expresién de diversas variantes de AXL de longitud completa se generaron las siguientes construcciones con
optimizaciéon de codones: AXL humana (Homo sapiens) (n.° de registro de Genbank NP_068713.2), AXL quimérica de
ser humano-macaco cangrejero en la que el dominio extracelular (ECD, extracellular domain) humano se reemplazé
por el ECD de AXL de macaco cangrejero (Macaca fascicularis) (traduccién del registro de Genbank HB387229.1; aa
1-447), AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el ECD humano se reemplazé por el ECD de AXL de ratén (Mus
musculus) (registro de Genbank NP_033491.2; aa 1-441), AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio |
similar a Ig humano (aa 1-134, también denominado "dominio 131" en el presente documento) se reemplazé por el
dominio | similar a Ig de AXL de ratén, AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio Il similar a I|g humano
(aa 148-194, también denominado "dominio Ig2" en el presente documento) se reemplazd por el dominio Il similar a
Ig de AXL de ratén, ALX quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio | similar a FNIII humano (aa 227-329,
también denominado "dominio FN1" en el presente documento) se reemplazé por el dominio | similar a FNIII de AXL
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de ratén, AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio Il similar FNIII humano (aa 340-444, también
denominado "dominio FN2" en el presente documento) se reemplazé por el dominio Il similar a FNIIl de AXL de ratén.
Ademas, se generaron las siguientes construcciones con optimizacién de codones de diversas variantes del ECD de
AXL: el dominio extracelular (ECD) de la AXL humana (aa 1-447) con una etiqueta de His carboxiterminal
(AXLECDHis), el dominio Il similar a FNIII de la AXL humana (aa 327-447) con un péptido sefial aminoterminal y una
etiqueta de His carboxiterminal (AXL-FN2ECDHis), y los dominios de Ig1 e Ig2 de la AXL humana (aa 1-227) con una
etiqueta de His carboxiterminal (AXL-IgI2ECDHis).

Las construcciones contenian sitios de restriccién adecuados para la clonacién y una secuencia 6ptima de Kozak
(GCCGCCACC) (Kozak et al,, 1999). Las construcciones se clonaron en el vector de expresién de mamiferos
pcDNA3.3 (Invitrogen).

Expresién de AXL en células EL4

Células EL4 se transfectaron de forma estable con el vector pcDNA3.3 que contenia la secuencia codificante de la
AXL humana completa y se seleccionaron clones estables después la seleccién con el agente antibiético, G418,
(Geneticina).

Purificacién de AXL con etigueta de His

Las construcciones AXLECDHis, AXL-FN2ECDHis y AXL-Ig12ECDHis, se expresaron en células HEK-293F. La
etiqueta de His permite la purificacién con cromatografia de afinidad de metales inmovilizados. En este proceso, un
quelante fijado sobre la resina cromatogréafica se carga con cationes Co?*. Los sobrenadantes que contenian las
proteinas con etiqueta de His se incubaron con la resina en modo discontinuo (es decir, en solucién). Las proteinas
con etiqueta de His se unen con fuerza a las perlas de resina, mientras que otras proteinas presentes en el
sobrenadante del cultivo no se unen o se unen débilmente en comparacién con las proteinas que llevan etiqueta de
His. Después de la incubacién, las perlas se recuperan del sobrenadante y se empaquetan en una columna. La
columna se lava para eliminar las proteinas unidas débilmente. Las proteinas con etiqueta de histidina unidas con
fuerza se eluyen después con un tampdn que contiene imidazol, que compite con la union de His a Co®*. El eluyente
se elimina de la proteina mediante intercambio de tampdn en una columna desalinizadora.

Ensayo de deteccién homogéneo especifico de antigeno

La presencia de anticuerpos contra AXL en sueros de ratones inmunizados o en sobrenadante de cultivo de hibridoma
o transfectoma de HuMab (anticuerpo monoclonal humano), se determiné mediante ensayos de deteccién
homogéneos especificos de antigeno usando tecnologia de ensayo de microvolumen fluorométrico (FMAT,
Fluorometric Micro volume Assay Technology, Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Para esto, se utilizaron
dos disefios de ensayo diferentes con combinaciones de ensayos basados en 4 u 8 células.

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

Las muestras de sobrenadante de cultivo de hibridoma o transfectoma se sometieron adicionalmente a un disefio de
ensayo basado en 8 células. En el disefio de ensayo basado en 8 células se analizaron muestras para determinar la
unién de anticuerpos humanos a células TH1021-hAXL (células HEK-293F que expresan transitoriamente la AXL
humana), TH1021-cAXL (células HEK-293F que expresan transitoriamente quimeras de AXL de ser humano-macaco
cangrejero en las que el ECD humano se habia sustituido por el ECD de AXL de macaco cangrejero), TH1021-mAXL
(células HEK-293F que expresan transitoriamente quimeras de AXL de ser humano-ratén en las que el ECD humano
se habia sustituido por el ECD de AXL de ratén), TH1021-migl (células HEK-293F que expresan transitoriamente la
AXL humana con el dominio | similar a Ig sustituido por el dominio | similar a Ig de AXL de ratén), TH1021-mlg2 (células
HEK-293F que expresan transitoriamente la AXL humana con el dominio Il similar a Ig sustituido por el dominio Il
similar a Ig de AXL de ratén), TH1021-mFNI (células HEK-293F que expresan transitoriamente la AXL humana con el
dominio | similar a FNIII sustituido por el dominio | similar a FNIII de AXL de ratén), TH1021-mFN2 (células HEK-293F
que expresan transitoriamente la AXL humana con el dominio Il similar a FNIII sustituido por el dominio Il similar a
FNIII de AXL de ratén), y células HEK293 de tipo natural (control negativo que no expresa AXL), respectivamente.

Las muestras se afiadieron a las células para permitir que se unieran a la AXL. Posteriormente, la unién de HuMab se
detectd usando un conjugado fluorescente (anticuerpo de cabra contra el Fc de IgG gamma humano conjugado con
DyLight649; Jackson ImmunoResearch). El anticuerpo de ratén humanizado especifico de AXL, A0704P, (producido
en células HEK-293F) se utiliz6 como control positivo y suero combinado de ratén-HuMab e IgG humana ChromPure,
molécula entera (Jackson ImmunoResearch), respectivamente, se utilizaron como controles negativos. Las muestras
se exploraron usando un sistema de deteccién celular de Applied Biosystems 8200 (8200 CDS) y como lectura se usé
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la fluorescencia media. Las muestras se consideraron positivas cuando los recuentos eran superiores a 50 y la
fluorescencia x de los recuentos era al menos tres veces superior a la del control negativo.

Analisis de secuencia de los dominios variables del anticuerpo contra AXL y clonacién en vectores de expresién

Se preparé ARN total a partir de 0,2 a 5x10° células de hibridoma y el ADN complementario (ADNc) se prepard
mediante 5'-RACE (5-Rapid Amplification of cDNA ends, amplicacién rapida de extremos de ADNc en el extremo 5')
a partir de 100 ng de ARN total, usando el kit de amplificacién de ADNc SMART RACE (Clontech), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las regiones codificantes de VH y VL se amplificaron mediante PCR y se clonaron
directamente, dentro del marco de lectura, en los vectores de expresién pG1f y pKappa, mediante clonacién
independiente de ligamiento (Aslanidis, C. y PJ. de Jong, Nucleic Acids Res 1990;18(20): 6069-74). Para cada
anticuerpo, se secuenciaron 12 clones de VL y 12 clones de VH. Las secuencias resultantes se muestran en la Tabla
2. Las secuencias CDR se definieron de acuerdo con el IMGT (sistema de informacién internacional ImMunoGeneTics)
(Lefranc et al., 1999 y Brochet, 2008). Los clones con un marco abierto de lectura (ORF, Open Readig Frame) correcto
se seleccionaron para su posterior estudio y expresién. Los vectores de todas las combinaciones de cadenas pesadas
y cadenas ligeras que se encontraron se coexpresaron transitoriamente en células FreestyleTM 293-F utilizando el
reactivo de transfecciéon 293fectin.

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

Anticuerpos de control contra AXL

En algunos de los Ejemplos se usd un anticuerpo de comparacion contra AXL (IgG1-YW327.6S2) que se ha descrito
anteriormente (documento EP 2 220 131, U3 Pharma; documento WO 2011/159980, Genentech). Las secuencias VH
y VL de estos anticuerpos especificos de AXL se clonaron en los vectores de expresion pG1fy pKappa.

Anticuerpo b12

En algunos de los ejemplos, el anticuerpo b12, un anticuerpo especifico de gp120 (Barbas, 1993) se utilizé como
control negativo.

Expresion

Los anticuerpos se expresaron como IgG1,k. Las mezclas de ADN plasmidico que codificaban las cadenas tanto
pesada como ligera de los anticuerpos, se transfectaron transitoriamente en células HEK293F Freestyle (Invitrogen,
EE.UU.) utilizando 293fectin (Invitrogen, EE.UU.) practicamente como describe el fabricante.

Purificacién de anticuerpos

El sobrenadante del cultivo se filtr6 en filtros sin salida de 0,2 ym, se cargé en columnas MabSelect SuRe de 5 ml (GE
Health Care) y se eluyd con citrato sédico-NaOH 0,1 M, a pH 3. El eluido se neutralizé inmediatamente con Tris-HCI
2 M, a pH 9y se dializd durante la noche en NaH-PO4 12,6 mM, NaCl 140 mM, a pH 7,4 (B.Braun). Como alternativa,
después de la purificacién, el eluido se cargd en una columna desalinizadora HiPrep y el anticuerpo se intercambié en
tampén de NaH2:PO4 12,6 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 (B.Braun). Después de la diélisis o intercambio de tampén, las
muestras se filtraron en filtros esterilizados sin salida de 0,2 um. La pureza se determiné mediante SDS-PAGE vy la
concentracién de IgG se midié con un Octet (Fortebio, Menlo Park, EE. UU.). Los anticuerpos purificados se
conservaron a 4 °C.

Anticuerpo 511 especifico de AXL

El anticuerpo 1gG1-AXL-511 se produjo inmunizando ratones transgénicos con construcciones o células de proteina
AXL como se describe a continuacion, utilizando el procedimiento de seleccién descrito a continuacién. Para mas
detalles sobre el procedimiento de inmunizacién, generacién de hibridomas, aislamiento de ARN de esplenocitos,
secuencias cebadoras, PCR de LEE y determinacién y seleccién de secuencias HC y LC, véase el documento WO
2016/005593 A1.

Construcciones de expresién para AXL

Para la expresién de diversas variantes de AXL de longitud completa se generaron las siguientes construcciones con
optimizaciéon de codones: AXL humana (Homo sapiens) (n.° de registro de Genbank NP_068713.2), AXL quimérica de
ser humano-macaco cangrejero en la que el dominio extracelular (ECD, extracellular domain) humano se reemplazé
por el ECD de AXL de macaco cangrejero (Macaca fascicularis) (traduccién del registro de Genbank HB387229.1; aa
1-447), AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el ECD humano se reemplazé por el ECD de AXL de ratén (Mus
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musculus) (registro de Genbank NP_033491.2; aa 1-441), AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio |
similar a Ig humana (aa 1-147, también denominado "dominio 131" en el presente documento) se reemplazé por el
dominio | similar a Ig de AXL de ratén, AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio Il similar a I|g humano
(aa 148-227, también denominado "dominio 1g2" en el presente documento) se reemplazd por el dominio Il similar a
Ig de AXL de ratén, ALX quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio | similar a FNIII humano (aa 228-326,
también denominado "dominio FN1" en el presente documento) se reemplazé por el dominio | similar a FNIII de AXL
de ratén, AXL quimérica de ser humano-ratén en la que el dominio Il similar FNIII humano (aa 327-447, también
denominado "dominio FN2" en el presente documento) se reemplazé por el dominio Il similar a FNIIl de AXL de ratén.
Ademas, se generaron las siguientes construcciones con optimizacién de codones de diversas variantes del ECD de
AXL: el dominio extracelular (ECD) de la AXL humana (aa 1-447) con una etiqueta de His carboxiterminal
(AXLECDHis), el dominio Il similar a FNIII de la AXL humana (aa 327-447) con un péptido sefial aminoterminal y una
etiqueta de His carboxiterminal (AXL-FN2ECDHis), y los dominios de Ig1 e Ig2 de la AXL humana (aa 1-227) con una
etiqueta de His carboxiterminal (AXL-IgI2ECDHis).

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

Expresién de AXL en células EL4

Células EL4 se transfectaron de forma estable con el vector pcDNA3.3 que contenia la secuencia codificante de la
AXL humana de longitud completa y se seleccionaron clones estables después de la selecciéon con el agente
antibiético, G418, (Geneticina).

Purificacién de AXL con etigueta de His

Las construcciones AXLECDHis, AXL-FN2ECDHis y AXL-IgI2ECDHis se expresaron en células HEK293F y se
purificaron con cromatografia de afinidad de metales inmovilizados.

Expresién transitoria en células HEK-293

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

Para la expresién LEE de los Ab, se mezclaron 1 pl de la mezcla de reaccién PCR LEE de HC, 1 pl de la mezcla de
reaccibn PCR de LC y 1 pl de una mezcla potenciadora de 30 ng/pl que contenia una mezcla de 3 plasmidos
potenciadores de la expresién como se describe en Vink, T., et al. (2014) y se transfectaron en células HEK293F en
un volumen total de 100 pl utilizando 293 fectin como reactivo de transfeccién, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Life technologies), usando como recipiente placas de 96 pocillos, practicamente como se ha descrito
anteriormente.

ELISA para AXLECDHis

Placas ELISA (Greiner, Paises Bajos) se recubrieron con 100 pl/pocillo de AXLECDHis 0,5 pg/ml en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) y se incubaron durante 16 horas a temperatura ambiente (TA). Se retiré la solucién de
recubrimiento y los pocillos se bloquearon afiadiendo 150 ul de PBSTC (PBS que contenia tween-20 al 0,1 % y suero
de pollo al 2 %) y se incubaron durante 1 hora a TA. Las placas se lavaron tres veces con 300 pl de PBST (PBS que
contenia tween-20 al 0,1 %)/pocillo y se afiadieron 100 pl de solucién de prueba, seguido de una incubacién de 1 hora
a TA. Después de lavar tres veces con 300 ul de PBST/pocillo, se afiadieron 100 pl de anticuerpo de cabra contra IgG
humana acoplado con peroxidasa de rabano caballo (diluido a 1/3000) y se incubaron durante 1 hora a TA. Después
de lavar tres veces con 300 pl de PBST/pocillo, se afiadieron 100 ul de soluciéon de ABTS (1 mg/ml) y se incubaron a
TA hasta que se observé suficiente sefial y la reaccién se detuvo afiadiendo 100 pl de solucién de &cido oxalico al
2 %. Las lecturas de las placas de 96 pocillos se midieron en un lector ELISA a 405 nm.

Deteccién de diversidad

Se analizaron las muestras para determinar la unién de los anticuerpos a células TH1021-hAXL (células HEK293F
que expresan transitoriamente la AXL humana), TH1021-cAXL (células HEK293F que expresan transitoriamente
quimeras de AXL de ser humano-macaco cangrejero en las que el ECD humano se habia sustituido por el ECD de
AXL de macaco cangrejero), TH1021-mAXL (células HEK293F que expresan transitoriamente quimeras de AXL de
ser humano-ratén en las que el ECD humano se habia sustituido por el ECD de AXL de ratén), TH1021-migl (células
HEK293F que expresan transitoriamente la AXL humana con el dominio | similar a g sustituido por el dominio | similar
a lg de AXL de ratén), TH1021-mlg2 (células HEK293F que expresan transitoriamente la AXL humana con el dominio
Il similar a Ig sustituido por el dominio Il similar a Ig de AXL de ratén), TH1021-mFNI (células HEK293F que expresan
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transitoriamente la AXL humana con el dominio | similar a FNIII sustituido por el dominio | similar a FNIII de AXL de
ratéon), TH1021-mFN2 (células HEK293F que expresan transitoriamente la AXL humana con el dominio Il similar a
FNIII sustituido por el dominio Il similar a FNIII de AXL de ratén), y células HEK293F (control negativo que no expresa
AXL), respectivamente.

Se afiadieron muestras de la expresion LEE a las células para permitir la unién a las distintas construcciones de AXL.
Posteriormente, la unién de HuMab se detecté usando un conjugado fluorescente (anticuerpo de cabra contra IgG
humana conjugado con DyLight649; Jackson ImmunoResearch). Las muestras se exploraron usando un sistema de
deteccidn celular de Applied Biosystems 8200 (8200 CDS) y como lectura se usé la fluorescencia media. Las muestras
se consideraron positivas cuando los recuentos eran superiores a 50 y la fluorescencia x de los recuentos era al menos
tres veces superior a la del control negativo.

Afinidad de unién del anticuerpo 511

Se determiné la afinidad de un anticuerpo contra AXL (clon 511).

La afinidad se determiné utilizando interferometria de biocapa en un ForteBio OctetRED384. Los biosensores de
captura contra la regién Fc humana (AHC) (ForteBio, Portsmouth, Reino Unido; n.° de cat. 18-5064) se cargaron
durante 150 s con hlgG (1 pg/ml) con una respuesta de carga de 1 nm. Después de un valor inicial (150 s) se determiné
la asociacion (1000 s) y la disociacién (2000 s) de AXLECDHis (como se describe en el Ejemplo 1), usando un intervalo
de concentracién de 10 pg/ml - 0,16 pg/ml (218 nM - 3 nM) con etapas de dilucién de factor 2. Para los célculos, se
usd la masa molecular tedrica de AXLECDHis basada en la secuencia de aminoacidos, es decir, 46 kDa. Los
experimentos se llevaron a cabo en un OctetRED384, mientras se agita a 1000 rpm y a 30 °C. Cada anticuerpo se
probd en tres experimentos independientes.

Los datos se analizaron con el programa informético de anélisis de datos ForteBio v7.0.3.1, usando el modelo 1:1 y
un ajuste completo global con un tiempo de asociaciéon de 1000 s y un tiempo de disociaciéon de 1000 s, a menos que
se indique lo contrario. Se us6 un tiempo de disociacién de 1000 s (en lugar del tiempo de disociaciéon de 2000 s que
se adquirid) ya que asi se obtuvieron mejores ajustes. Los trazos de datos se corrigieron restando una curva de
referencia (anticuerpo sin AXLECDHis), el eje Y se alined con los Ultimos 5 s del valor inicial y se aplicé la correccién
entre etapas asi como el filtrado de Savitzky-Golay.

La afinidad (Kp) del clon 511 por AXL fue de 23*10°M (kon 1,7*10% 1/Ms y un a kqis de 3,9*1031/s).

Sintesis de duostatina-3.

Preparacién del compuesto 3:

HoN
Boc~
NH O. NH, 1.CDI, DBU, DCM O
o) + S O, NH
o) \7 2. HCI/MeOH/iPrOH .S
OH 0
1 2 3

A una solucién de Boc-L-fenilalanina 1 (5,36 g et al, 20,2 mmol) en 30 ml de diclorometado (DCM) se afiadi6é
carbonildiimidazol (CDI), 4,26 g, 26,3 mmol) y se agité durante 1 hora. A continuacién se afiadié una solucién de 2
(3,67 g, 30,3 mmol) y acido 2,4-diaminobutirico (DBU, 4,5 ml, 30 mmol) en 15 ml de DCM. La mezcla se calent a
40 °C durante 16 horas. La mezcla se diluyé con 60 ml de DCM y 40 ml de agua, a continuacién se neutralizé a pH 7
con HCI concentrado. El extracto de DCM se recogid, se lavé con HCI 0,2 M (60 ml), a continuacién con salmuera
(60 ml), se secéd sobre NaxSO4 y se evapord para dar 7,47 g de sulfonamida protegida con Boc. Este material se
suspendié en 40 ml de metanol, a continuacién se afiadieron 200 ml de HCI 6 N/isopropanol y la mezcla se agité
durante 2 horas. El disolvente se evapor6 al vacio, a continuacién se afiadieron 100 ml de éter. El precipitado se
recogié por filtraciéon y se sec6 para dar el compuesto 3 como sal de HCI (5,93 g, 96 %); MS m/z 269,1 (M + H).

Preparacion del compuesto 5:
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1 HATU
WA
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AR AR AR AR

2. HCUdinxana

A una soluciéon del compuesto 4 (1,099, 1,6 mmol) en 10ml de N,N-dimetilformamida (DMF) se afiadi6é
hexafluorofosfato de 2-(1H-7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU, 0,61g, 1,6 mmol),

5 diisopropiletilamina (DIEA, 0,56 ml) y el compuesto 3 (0,49 g, 1,6 mmol) en ese orden. La mezcla se agitd durante 1
hora y se diluy6é con 100 ml de agua y 4 ml de acido acético. El precipitado se recogié por filtracidén, se secé al vacio y
se afiadié a 10 ml de HCI 4 M/dioxano. Después de 30 min et al., se afiadieron 200 ml de éter y el precipitado insoluble
se recogid y se purificé por HPLC para dar el compuesto 5 como sal de tetrahidrofurano (TFA, 1,3 g, 88 %), MS m/z
835,5 (M+H). El compuesto 5 se denomina duostatina-3 en todo el manuscrito.

10

Preparacion del compuesto 7:

-
[N

15 A una solucién del compuesto 5 (500 mg, 0,527 mmol) en 5 ml de DMF se afiadié el compuesto 6 (483 mg,
0,631 mmol), N-hidroxibenzotriazol (HOBt, 40 mg, 0,296 mmol), y DIEA (0,27 ml). La mezcla se agitd durante 16 horas,
tras lo cual se afiadieron 0,4 ml de piperidina. Después de 1 hora, la mezcla se diluyé con 100 ml de étery el precipitado
se recogid y se secd para dar el compuesto 7 como sal de HCI (640 mg, 95 %); MS m/z 1240,7 (M+H).

20  Preparacién del compuesto 9:

A una solucién del compuesto 8 (219 mg, 0,62 mmol) en 5 ml de DMF se afiadié HATU (236 mg, 0,62 mmol), DIEA

25 (0,15 ml), y el compuesto 7 (316 mg, 1,6 mmol), respectivamente. Después de 1 hora, se afiadieron 0,2 ml de
piperidina y la mezcla se agité durante 30 min, a continuacién se purificé por HPLC para dar el compuesto 9 como sal
de TFA (235 mg, 64 %); MS m/z 1353,8 (M+H).

Preparacion del compuesto 11:

30

O o Q
o HO/}J\(\\[ 2 ‘X’/H O Nf\ Q/H\rf | ggl\%%

NaGNBH N, N 2 o _A o ©
He’ﬁ“ D MeOH, HO ~ N CNT A 1
s + 0 ° N o
i L O,
H
© 1 11 o, NH
10 07 NH, -

M v

A una solucién del compuesto 9 (235 mg, 0,16 mmol) en 2 ml de metanol y 1 ml de agua se afiadié una solucién de
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dialdehido 10 (1,6 ml de 0,3 M en iPrOH) y NaCNBHs (180 mg, 2,85 mmol). La mezcla se agitdé durante 2 horas a TA,
y a continuacién se purificé por HPLC dando lugar al compuesto 11 como sal de TFA (126 mg, 50 %); MS m/z 1465,8
(M+H)

Generacién de conjugados de anticuerpo y farmaco (CAF) especificos de AXL

Anticuerpos AXL purificados 1gG1-AXL-148, IgG1-AXL-183 e IgG1-AXL-726, asi como el anticuerpo de control
negativo 1gG1-b12, se conjugaron con Duostatin-3 de Concortis Biosystems, Inc. (San Diego, CA) a través de
conjugacién covalente utilizando el enlazador K-lock AV1-valina-citrulina (vc) (documentos WO 2013/173391, WO
2013/173392 y WO 2013/173393 de Concortis Biosystems).

Posteriormente se analizaron los conjugados de anticuerpo y farmaco contra AXL para determinar la concentracién
(mediante absorbancia a 280 nm), la relacién farmaco-anticuerpo (DAR) mediante cromatografia de fase inversa (RP-
HPLC) y cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC), la cantidad de farmaco no conjugado (mediante cromatografia
de fase inversa), el porcentaje de agregacién (mediante cromatografia de exclusién por tamafio, SEC-HPLC) y los
niveles de endotoxinas (mediante ensayo LAL (Lisado de Amebocitos de Limulus). Los resultados fueron los siguientes
(Tabla 3):

Tabla 3
IgG1-AXL-148- IgG1-AXL-183- IgG1-AXL-726- IgG1-b12-
vcDuostatina3 vcDuostatina3 vcDuostatina3 vcDuostatina3
Concentracidén (mg/ml) 6,57 3,40 5,93 3,36
DAR mediante HIC-HPLC 1,71 1,79 1,77 2,05
% de farmaco no conjugado 6,67 416 5,38 419
% de agregaciéon mediante 3,71 % 3,35 3,42 1,75
SEC-HPLC

Ejemplo 2: Caracteristicas de unién de los anticuerpos contra AXL

Afinidad de unién de los anticuerpos contra AXL

Las afinidades del panel de 9 anticuerpos contra AXL asi como 3 variantes de estos anticuerpos con mutaciones de
un solo aminoacido en los dominios variables (IgG1-AXL-154-M103L, IgG1-AXL-183-N52Q, IgG1-AXL-726-M101L) se
determinaron.

Las afinidades se determinaron mediante interferometria de biocapa en un ForteBio OctetRED384. Los biosensores
de captura contra la regién Fc humana (AHC) (ForteBio, Portsmouth, Reino Unido; n.° de cat. 18-5064) se cargaron
durante 150 s con hlgG (1 pg/ml) con una respuesta de carga de 1 nm. Después de un valor inicial (150 s) se determiné
la asociacion (1000 s) y la disociacién (2000 s) de AXLECDHis (como se describe en el Ejemplo 1), usando un intervalo
de concentracién de 10 pg/ml - 0,16 pg/ml (218 nM - 3 nM) con etapas de dilucién de factor 2. Para los célculos, se
usd la masa molecular tedrica de AXLECDHis basada en la secuencia de aminoacidos, es decir, 46 kDa. Los
experimentos se llevaron a cabo en un OctetRED384, mientras se agita a 1000 rpm y a 30 °C. Cada anticuerpo se
probd en tres experimentos independientes.

Los datos se analizaron con el programa informético de anélisis de datos ForteBio v7.0.3.1, usando el modelo 1:1 y
un ajuste completo global con un tiempo de asociaciéon de 1000 s y un tiempo de disociaciéon de 1000 s, a menos que
se indique lo contrario. Se usé un tiempo de disociacién de 1000 s (en lugar del tiempo de disociaciéon de 2000 s que
se adquirié) ya que asi se obtuvieron mejores ajustes. Para los anticuerpos IgG1-AXL-154 e IgG1-AXL-154-M103L se
utilizd un tiempo de disociaciéon de 500 s. Para IgG1-AXL-012 e IgG1-AXL-094 se usaron tiempos de disociacién de
200 s. Los trazos de datos se corrigieron restando una curva de referencia (anticuerpo sin AXLECDHis), el eje Y se
alined con los Ultimos 5 s del valor inicial y se aplicd la correccién entre etapas asi como el filtrado de Savitzky-Golay.

Las afinidades (Kp) de los anticuerpos contra AXL variaron de 0,3*10° M a 63*10°M (Tabla 4). Para la IgG1-AXL-
183-N52Q mutante la Kp fue menor que para la IgG1-AXL-183 de tipo natural, debido a una velocidad de disociacidn
aproximadamente 2,5 veces mayor. La cinética observada de los otros dos mutantes fue similar a la cinética de las
IgG de tipo natural.

Tabla 4
) Afinidad de unién (OCTET)
Anticuerpo -
KD (M) Kon (1/Ms) Kdis (1/s)
IgG1-AXL-107 16*10° 2,8*10° 4,1*10%
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(continuacién)

Anicuerpo Afinidad de unién (OCTET)
KD (M) Kon (1/Ms) Kdis (1/s)

IgG1-AXL-148 20*10° 2,3*105 4,410
IgG1-AXL-154 7,2*10° 2,6*10° 1,9*10°3
IgG1-AXL-154-M103L 7,8*10° 2,7*105 2,010
IgG1-AXL-171 17*10° 1,1%108 1,810
IgG1-AXL-183 10,2*10° 4,1*10* 4,210
IgG1-AXL-183-N52Q 24*10 4,2%10* 1,0¥10°
IgG1-AXL-613 1,510 5,4*10° 8,0*10
IgG1-AXL-726 0,6*10° 2,4*105 1,3*10
IgG1-AXL-726-M101L 0,3*10° 2,1*105 6,910
IgG1-AXL-733 63*10° 1,6*108 9,7*10%

Unién de anticuerpos contra AXL a la AXL de ser humano, de ratén y de macaco cangrejero

Se transfectaron transitoriamente células HEK293T con construcciones de expresion para la AXL humana de longitud
completa, la AXL humana con un dominio extracelular (ECD) de macaco cangrejero o la AXL humana con un ECD de
ratén (véase el Ejemplo 1). La unidén de los anticuerpos HuMab-AXL a estas células se evalué mediante citometria de
flujo. Células HEK293 transfectadas se incubaron con diluciones en serie de anticuerpos contra AXL (intervalo de
concentracién final 0,0024-10 pyg/ml) durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavar tres veces en PBS/BSA al
0,1 %/azida al 0,02 %, las células se incubaron con anticuerpo de cabra contra la regién F(ab'), de 19gG humana
conjugado con R-ficoeritrina (PE) de Rhodophyta (R) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA,
n.° de cat. 109-116-098) diluido a 1/100 en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 % (volumen final de 100 pl). A continuacién,
las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, se resuspendieron en 120 ul de PBS/BSA al
0,1 %/azida al 0,02 % y se analizaron en un equipo FACS Cantoll (BD Biosciences).

Las curvas de unién se analizaron mediante regresién no lineal (respuesta a dosis sigmoidea con pendiente variable)
usando el programa informatico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).

La Figura 1A muestra que los anticuerpos HuMab-AXL mostraron una unién dependiente de la dosis a las células
HEK293 que expresaban el ECD de la AXL humana. Por otro lado, los anticuerpos HuMab-AXL reconocieron la AXL
con un ECD de macaco cangrejero, con valores de CEsg en el mismo intervalo que para la AXL completamente humana
(Figura 1B). Por el contrario, la unién de los HuMab a AXL con un ECD de ratén fue baja (IgG1-AXL-107, IgG1-AXL-
154, 1gG1-AXL-154-M103L, IgG1-AXL-733, 1gG1-AXL-183, IgG1-AXL-183-N52Q) o no detectable (IgG1-AXL-171,
IgG1-AXL-613, IgG1-AXL-726, IgG1-AXL-726-M101L, IgG1-AXL-148; Figura 1C). Como se esperaba, el anticuerpo
de control negativo 1IgG1-b12 (Figura 1) no mostré6 ninguna unién a las células que expresaban ninguna de las
variantes de AXL. La Tabla 5 muestra los valores de CEsg y las desviaciones estandar (d.e.) de la unién de los
anticuerpos contra AXL a la AXL humana o a la AXL humana con un ECD de AXL de macaco cangrejero (determinado
en al menos 3 experimentos). Los valores de CEsg de la unidén a la AXL humana con un ECD de AXL de ratén no
pudieron determinarse a una unién muy baja o ausente.

Tabla 5
Unién
Anticuerpo CEso (ug/ml) .

P Promedio de AXL humana (d.e.) Promceadr:c;éj)((;odarzjcaco
IgG1-AXL-107 0,050 (0,004) 0,149 (0,021)
IgG1-AXL-154 0,105 (0,003) 0,160 (0,027)

IgG1-AXL-154-M103L 0,110 (0,038) 0,161 (0,042)
IgG1-AXL-171 0,073 (0,023) 0,157 (0,057)
IgG1-AXL-613 0,040 (0,023) 0,146 (0,023)
IgG1-AXL-726 0,288 (0,206) 0,349 (0,160)

IgG1-AXL-726-M101L 0,184 (0,117) 0,250 (0,066)
IgG1-AXL-733 0,176 (0,094) 0,254 (0,114)
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(continuacién)

Unién
Anticuerpo CEso (ug/ml) .

P Promedio de AXL humana (d.e.) Promceadr:c;éj)((;odarzjcaco
IgG1-AXL-148 0,094 (0,059) 0,152 (0,080)
IgG1-AXL-183 0,526 (0,177) 0,309 (0,086)

IgG1-AXL-183-N52Q 0,350 (0,206) 0,324 (0,121)

Competicién entre anticuerpos contra AXL y Gas6 por la unién a AXL

Se probd si el ligando de AXL, Gas6, interferia con la unién a AXL de los anticuerpos contra AXL. Por lo tanto, se
incubaron células A431 positivas a AXL durante 15 minutos a 4 °C con 10 pg/ml de Gas6 humano recombinante (R&D
Systems, Abingdon, RU; n.° de cat. 885-GS). Posteriormente, se prepararon diluciones en serie de anticuerpos contra
AXL (intervalo de concentracion final de 0,014-10 pg/ml), se afiadieron a las células y se incubaron durante 30 minutos
a 4 °C. Después de lavar tres veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, las células se incubaron en 100 ul con
anticuerpo secundario a 4 °C durante 30 minutos en la oscuridad. Como anticuerpo secundario que se une a la regién
Fc, se utilizé anticuerpo de cabra contra la regién F(ab'), de IgG humana conjugado con R-ficoeritrina (PE) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA; cat. n.° 109-116-098) diluido a 1/100 en PBS/BSA al 0,1 %/azida
al 0,02 %. A continuacién, las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, se resuspendieron
en 120 ul de PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 % y se analizaron en un equipo FACS Cantoll (BD Biosciences).

Como alternativa, las células A431 se preincubaron con 10 pg/ml de anticuerpos contra AXL (15 minutos, 4 °C) para
evaluar si el ligando de AXL, Gas6, aun podia unirse en presencia de anticuerpos contra AXL. Después de la
preincubacién del anticuerpo, se afiadieron diluciones en serie de Gas6 humano recombinante (R&D Systems,
Abingdon, RU; cat. n.° 885-GS) a las células a concentraciones finales de 0,001-20 pg/ml y se incubaron durante
30 minutos a 4 °C. Después de lavar tres veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, las células se incubaron con
anticuerpo de ratdn contra Gas6 IgG2a (R&D Systems; n.° de cat. MAB885) a 4 °C durante 30 min. Después de lavar
tres veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, las células se incubaron con anticuerpo de cabra contra IgG de ratén
marcada con FITC (Dako, Heverlee, Bélgica; n.° de cat. F049702) a 4 °C durante 30 min en la oscuridad. A
continuacién, las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, se resuspendieron en 120 ul de
PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 % y se analizaron en un equipo FACS Cantoll (BD Biosciences).

Las curvas de unién se analizaron mediante regresién no lineal (respuesta a dosis sigmoidea con pendiente variable)
usando el programa informatico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).

En experimentos (n=3) en los que las células A431 se preincubaron con Gas6, los valores de unién maximos de los
anticuerpos contra AXL fueron comparables a los de la unién de los anticuerpos en ausencia de Gas6 (la unién maxima
después de la preincubacién con Gas6 fue de 90-108 % de la unién sin preincubacién con Gas6) (Tabla 6). Los valores
de CEsg para la unién del anticuerpo AXL con o sin preincubacién con Gas6 estaban en el mismo intervalo, o algo
mejorados después de la preincubacién con Gas6 (Tabla 6).

La unién del anticuerpo AXL de control YW327.6S2 a las células A431 se redujo considerablemente en presencia de
Gasb en comparacién con la unién sin Gas. La unién méaxima de YW327.6S2 en presencia de Gas6 fue del 19 % de
la unién sin Gas6, y el valor de CEsg para la unién a células A431 fue 21 veces mayor cuando las células se
preincubaron con Gas6.

En experimentos en los que se preincubaron células A431 con anticuerpos contra AXL, se evalud la unién de Gas6
(n=3). La unién de Gas6 a células A431 fue similar con o sin preincubacién con anticuerpos HuMab-AXL. Las
concentraciones promedio de CEsg de unién a Gas6 cuando las células se preincubaron con los HuMab (0,34-
0,83 pg/ml) y de la unibn méaxima de Gas6 fueron similares a las de la unién a Gas6 en presencia del anticuerpo de
control negativo b12 (concentracién de CEsp: 0,40 pug/ml; 95-115 % de unién de Gas6 en presencia del anticuerpo de
control b12). La unidén de Gasé6 a las células A431 se redujo considerablemente en presencia del anticuerpo AXL de
control YW327.652 en comparacién con la preincubaciéon con b12 (la concentracién de CEsp fue 14 veces mayor). La
unién maxima de Gas6 en presencia del anticuerpo de control YW327.6S2 fue del 17 % de la unién en presencia del
anticuerpo de control negativo b12.

Tabla 6
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Unién de anticuerpo a células A431 Unién de Gas6 a células A431
L . Unién maxima en
Unién maxima i d
. en presencia de . presencia de
Anticuerpo CEsp sin CEsp en Gas6 (% de CEsp en presencia | anticuerpos AXL
Gas6 CEgg presencia de union ;n de anticuerpos (% de unién en
(Mg/ml) media| Gas6 (ug/ml) ausencia de AXL (pg/ml) media presencia de
(d. e) media (d.e.) Gas6) media (d.e.) anticuerpo de
(de) control) media
- (d.e)
IgG1-AXL-107 0,16 (0,17) 0,94 (1,18) 91 (5) 0,78 (0,54) 96 (8)
IgG1-AXL-148 0,11 (0,13) 0,20 (0,30) 93 (5) 0,73 (0,52) 106 (7)
IgG1-AXL-154 0,42 (0,55) 0,76 (0,78) 99 (13) 0,44 (0,28) 95 (10)
IgG1-AXL-171 0,18 (0,21) 0,32 (0,40) 95 (5) 0,69 (0,42) 108 (5)
IgG1-AXL-183 0,69 (0,72) 1,19 (1,11) 90 (19) 0,34 (0,13) 115 (8)
IgG1-AXL-511 0,12 (0,11) 0,30 (0,31) 93 (15) 0,74 (0,44) 113 (6)
IgG1-AXL-513 0,09 (0,09) 0,10 (0,10) 108 (22) 0,57 (0,36) 100 (11)
IgG1-AXL-726 0,32 (0,35) 0,55 (0,69) 97 (10) 0,77 (0,58) 98 (10)
IgG1-AXL-733 0,49 (0,51) 0,62 (0,23) 93 (5) 0,83 (0,54) 96 (5)
YW327.582 0,09 (0,09) 1,90 (1,04)* 41 (24) 5,53 (7,09)* 17 (10)
b12 n.a? n.a. n.a. 0,40 (0,11) 100

@n.a., no aplicable

* Los valores de CEsg son menos precisos debido a la baja unién.

Ejemplo 3: Panel de anticuerpos contra AXL para estudios de mapeo de epitopos

Determinacién de la especificidad del dominio de AXL usando moléculas guiméricas de AXL de ser humano-ratén

La especificidad del dominio de AXL de los anticuerpos contra AXL se determiné usando un panel de mutantes de
AXL quiméricos de ser humano-ratén. Se generaron cinco moléculas quiméricas de AXL diferentes, en donde el
dominio | similar a Ig (Ig1) humano, el dominio Il similar a Ig (192), el dominio | similar a FNIII (FN1) humano o el

dominio Il similar a FNIII (FN2) humano, se reemplazaron por sus homdlogos murinos.

Para la expresién de las quimeras de AXL de ser humano-ratén se generaron las siguientes construcciones con

optimizacién de codones y se expresaron en células HEK293F como se describe en el Ejemplo 1:

AXL de Homo sapiens (p33-HAHs-AXL): (SEQ ID NO:148)
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MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMYPYDVPDYAAPRGTQAEESPFVGNPGNITGARGLTG
TLRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFV
SQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRTVAANTPFNLSCOQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSS
FSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQQPRNLHLVSROPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLOAVLSNDGMGIQAGEPDP
PEEPLTSQASVPPHQLRLGSLHPHTPYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGSQAFVHW
QEPRAPLOQGTLLGYRLAYQGQDTPEVLMDIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWR
PGOQAQPVHQLVKEPSTPAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRK
SYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSEL
EDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOQMLVKFMA
DIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKS

DVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLROGNRLKOPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLE
NTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQP
ADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Mus musculus (p33-HAMmM-AXL): (SEQ ID NO:149)

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMYPYDVPDYAAHKDTQTEAGSPFVGNPGNITGARGL
TGTLRCELQVQGEPPEVVWLRDGQILELADNTQTQVPLGEDWQDEWKVVSQLRISALQLSDAGEYQCMVHLEG
RTFVSQPGFVGLEGLPYFLEEPEDKAVPANTPFNLSCQAQGPPEPVTLLWLQDAVPLAPVTGHSSQHSLQTPGLNK
TSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPORPHHLHVVSRQOPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCNLQAVLSDDGVGIWLGK
SDPPEDPLTLQVSVPPHQLRLEKLLPHTPYHIRISCSSSQGPSPWTHWLPVETTEGVPLGPPENVSAMRNGSQVLY
RWQEPRVPLOGTLLGYRLAYRGQDTPEVLMDIGLTREVTLELRGDRPVANLTVSVTAYTSAGDGPWSLPVPLEPW
RPGQGQPLHHLVSEPPPRAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVR
KSYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSE
LEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQMLVKFM
ADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYROGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSK
SDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDL
ENTLKALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQ
PADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Homo sapiens AXL - Dominio de Ig1 de Mus musculus (p33-AXL-migl): (SEQ ID NO:150)
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MGRVPLAWWLALCCWGCAAHKDTQTEAGSPFVGNPGNITGARGLTGTLRCELQVQGEPPEVYV
WLRDGQILELADNTQTQVPLGEDWQDEWKVVSQLRISALQLSDAGEYQCMVHLEGRTFVSQPGFVGLEGLPYFL
EEPEDRTVAANTPFNLSCOQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSR
TATITVLPQQPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLOAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQASVPPHQ
LRLGSLHPHTPYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGSQAFVHWQEPRAPLQGTLLGYR
LAYQGQDTPEVLMDIGLRQEVTLELOGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEP
STPAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGIS
EELKEKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHP
NVMRLIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHR
DLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATR
GQTPYPGVENSEIYDYLROGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILY
VNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Homo sapiens AXL - Dominio de Ig2 de Mus musculus (p33-AXL-mlg2): (SEQ ID NO:151)

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQV
QGEPPEVHWLRDGQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGL
EGLPYFLEEPEDKAVPANTPFNLSCQAQGPPEPVTLLWLQDAVPLAPVTGHSSQHSLOTPGLNKTSSFSCEAHNAK
GVTTSRTATITVLPQOPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQAS
VPPHQLRLGSLHPHTPYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGSQAFVHWQEPRAPLQGT
LLGYRLAYQGQDTPEVLMDIGLRQEVTLELOGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQPVHQ
LVKEPSTPAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATL
NSLGISEELKEKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDS

ILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHG
DLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGD
YYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLD
GLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYYNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKD
SCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Homo sapiens AXL - Dominio de FN1 de Mus musculus (p33-AXL-mFNI): (SEQ ID NO:152)
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MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGNPGNITGARGLTGTLRCOQLQVOQGEPPEVHWLR
DGQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLOQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVSOPGYVGLEGLPYFLEEPED
RTVAANTPFNLSCOQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNAKGVTTSRTATIT
VLPQRPHHLHVVSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCNLQAVLSDDGVGIWLGKSDPPEDPLTLQVSVPPHQLRLEK
LLPHTPYHIRISCSSSQGPSPWTHWLPVETTEGVPLGPPENISATRNGSOQAFVHWQEPRAPLOQGTLLGYRLAYQGQ
DTPEVLMDIGLRQEVTLELQGDGSVSNLTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVKEPSTPAFS
WPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEATLNSLGISEELKEK
LRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMR
LIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOMLVKFMADIASGMEYLSTKRFIHRDLAAR
NCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPY
PGVENSEIYDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPAQEPDEILYVNMDE
GGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

AXL de Homo sapiens AXL - Dominio de FN2 de Mus musculus (p33-AXL-mFN2): (SEQ ID NO:153)

MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWACMAPRGTQAEESPFVGNPGNITGARGLTGTLRCQLQV
QGEPPEVHWLRDGQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIVVSQLRITSLQLSDTGQYQCLVFLGHQTFVSQPGYVGL
EGLPYFLEEPEDRTVAANTPFNLSCOAQGPPEPVDLLWLODAVPLATAPGHGPQRSLHVPGLNKTSSFSCEAHNA

KGVTTSRTATITVLPQQPRNLHLYSRQPTELEVAWTPGLSGIYPLTHCTLQAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTSQ,
ASVPPHQLRLGSLHPHTPYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENVSAMRNGSQVLVRWQEPRVPL
QGTLLGYRLAYRGQDTPEVLMDIGLTREVTLELRGDRPVANLTVSVTAYTSAGDGPWSLPVPLEPWRPGQGQPLH
HLVSEPPPRAFSWPWWYVLLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRKSYSRRTTEAT
LNSLGISEELKEKLRDVMVYDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEGQLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVC
MKEFDHPNVMRLIGVCFQGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTOMLVKFMADIASGMEYL
STKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQGRIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVT
MWEIATRGQTPYPGVENSEIYDYLROQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLKALPPA
QEPDEILYYNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQPDPKDSCSCLTAAEVHPAGRYVLCPSTTPSPAQPADRGSPAA
PGQEDGA

La unién de 1 ug/ml de anticuerpo contra AXL a las quimeras de AXL de ser humano-ratén se determiné mediante
citometria de flujo, como se describe en el Ejemplo 2. Se incluy6 IgG1-b12 como una 1gG1 de control de isotipo.

Todos los anticuerpos contra AXL mostraron unién a la AXL humana (Figura 2A), mientras que la unién se anulé o se
redujo fuertemente cuando el ECD de la AXL humana se sustituyé por su homélogo murino (Figura 2B). Para confirmar
la expresién de hsAXL-mmECD se incluyé el anticuerpo monoclonal contra AXL de ser humano-ratén YW327.6S2 de
reaccion cruzada.

Los anticuerpos contra AXL 107 y 613 mostraron unién fuertemente reducida a hsAXL-mmig1 (Figura 2C), lo que
indica el reconocimiento de un epitopo en el dominio de Ig1 de AXL. IgG1-AXL-148 e IgG1-AXL- 171 mostraron unién
fuertemente reducida a hsAXL-mmlg2 (Figura 2D), lo que indica el reconocimiento de un epitopo en el dominio de 1g2
de AXL. IgG1AXL-154, 1gG1-AXL-183 e IgG1-AXL-733 mostraron unién reducida a hsAXL-mmFN1 (Figura 2E),
indicativa de un epitopo de unién en el dominio de FN1 de AXL. Por ultimo, la unién de IgG1-AXL-726 se perdid en
hsAXL-mmFN2 (Figura 2F), lo que indica el reconocimiento de un epitopo dentro del dominio de FN2.
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La especificidad del dominio de AXL por todos los anticuerpos contra AXL se resume en la Tabla 7.

Tabla 7
Anticuerpo Espe_ci_ficidad del aa de AXL im_p}icados enla
dominio de AXL unién
[gG1-AXL-107 Ig1 L121-Q129
[gG1-AXL-148 Ig2 D170-R190
[gG1-AXL-154 Fn1 Q272-A287, G297-P301
IlgG1-AXL-154-M103L n.d2 n.d.
IgG1-AXL-171 Ig2 P170, T182-R190
lgG1-AXL-183 Fn1 Sin resolver
[gG1-AXL-183-N52Q n.d. n.d.
[gG1-AXL-613 Ig1 T112-Q124
[gG1-AXL-726 Fn2 A359, R386, Q436-K439
I[gG1-AXL-726-M101L n.d. n.d.
lgG1-AXL-733 Fn1 Sin resolver
IgG1-AXL-061 Ig1 197-Q124
[gG1-AXL-137 lg1 Q57, E92-T105
YW327.682 Ig1 G39-D59

2 n.d., no determinado

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

Para identificar aminoacidos en el dominio extracelular de AXL implicados en la unién de anticuerpos contra AXL, se
generé una biblioteca de variantes de secuencia de AXL a través de la recombinacién de secuencias de AXL derivadas
de especies con niveles variables de homologia con la secuencia de AXL humana en el dominio extracelular.
Resumiendo, se mezcl6 un plasmido de expresion que codifica la AXL humana (Hs) con plasmidos de clonacién que
codifican homélogos de AXL de Mus musculus (Mm), Monodelphis domestica (Md; zariglieya) Anolis carolinensis (Ac;
lagarto) y Tetraodon nigroviridis (Tn; pez globo) o viceversa. Se us6 una combinacién de dos cebadores especificos
del vector de clonacién o de expresién para realizar una PCR que amplifica el dominio extracelular (ECD) de AXL con
un tiempo de alargamiento abreviado, forzando la fusién y la reasociaciéon de las cadenas de replicacion de ADN
nacientes durante el ciclo de PCR. El ECD de longitud completa se amplificé mediante una PCR anidada, de nuevo
especifica para productos de recombinacidén que contienen extremos procedentes de ambos vectores.

Los productos de la PCR del ECD de AXL resultantes se clonaron en un vector de expresiéon creando la AXL de
longitud completa y los plasmidos resultantes se secuenciaron, se clasificaron por diferencia méaxima con respecto a
los vectores de molde y se seleccionaron para crear un conjunto minimo con maximo poder de diferenciacién. Los
plasmidos que codifican los homoélogos de AXL de Hs, Mm, Md, Ac y Tn, cuatro plasmidos quiméricos de ser
humano/ratén que codifican la AXL de Hs con los dominios de Ig1, Ig2, Fn1 o Fn2 de murino, y los dieciséis plasmidos
mas diferenciadores de la biblioteca de recombinacién, se transfectaron en células HEK293-F de acuerdo con las
especificaciones proporcionadas por el fabricante (Life technologies). Los datos de unién por FACS usando 1 pg/ml
de anticuerpos contra AXL se desconvolucionaron puntuando por aminoacido si la mutacién se correlacionaba (+1) o
no (-1) con la pérdida de unién, después de lo cual se aplicé una correccién de referencia y una normalizacién a una
escala de -5 a +5, dando como resultado una puntuacién de impacto por aminoacido sobre el ECD completo.

Los datos de unién desconvolucionados se resumen en la Tabla 7 como los aminoacidos implicados en la unién. Los
anticuerpos cuyos sitios de unién no pudieron mapearse en alta resolucién debido a la ausencia de acontecimientos
de recombinacién en la proximidad del sitio de unién, se indican como no resueltos.

Ejemplo 4 - Funciones efectoras mediadas por Fc

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC)

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

Etiquetado de células diana

Se recogieron células A431 (5x10° células) en medio de cultivo (medio de cultivo RPMI 1640 complementado con
suero bovino fetal (FSC) al 10 %), a las que se afiadieron 100 uCi de 5'Cr (Cromo-51; Amersham Biosciences Europe
GmbH, Roosendaal, Paises Bajos), y la mezcla se incub6 en un bafiomaria a 37 °C durante 1 hora (hr) mientras se
agitaba. Después de lavar las células (dos veces en PBS, a 1200 rpm, 5 min), las células se resuspendieron en
RPMI1640/FSC al 10 % y se contaron por exclusién con azul de tripano. Las células se diluyeron hasta una densidad
de 1x10° células/ml.

Preparacién de células efectoras

Células mononucleares de sangre periférica (voluntarios sanos, UMC Utrecht, Utrecht, Paises Bajos) se aislaron de
45 ml de sangre recién extraida con heparina mediante Ficoll (Bio Whittaker; medio de separacién de linfocitos, cat
17-829E) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de volver a suspender las células en
RPMI1640/FSC al 10 %, se contaron por exclusion con azul de tripano y se diluyeron a una densidad de 1x107
células/ml.

Establecimiento de ADCC

Se pipetearon 50 ul de células diana marcadas con *'Cr en placas de 96 pocillos y se afiadieron 50 pl de anticuerpo,
diluido en RPMI1640/FSC al 10 % (diluciones de factor 3 a concentraciones finales en el intervalo de 0,01-10 pg/ml).
Las células se incubaron (a temperatura ambiente (TA), 15 min) y se afiadieron 50 pl de células efectoras, dando lugar
a una relacién de célula efectora/diana de 100:1 (para determinar la lisis maxima, se afiadieron 100 pl de Triton-X100
al 5 % en lugar de células efectoras; para determinar la lisis espontanea, se utilizaron 50 pl de células diana y 100 pl
de RPMI1640/FSC al 10 %). Las células se incubaron durante la noche a 37 °C y con CO; al 5 %. Después de
centrifugar las células (a 1200 rpm, 10 min), se recogieron 70 pl de sobrenadante en tubos Micronic y se contaron en
un contador gamma. El porcentaje de lisis especifica se calculé de la siguiente manera:

% de lisis especifica = (rpm de la muestra- rpm sélo de células diana)/(rpm de lisis maxima - rpm sélo de células diana),
en donde rpm significa recuentos por minuto.

IgG-AXL-183-N52Q e IgG1-AXL-733 indujeron una ADCC del 15 al 21 % en células A431 a una concentracién de
10 pg/ml (Figura 3). IgG1-AXL-148, IgG1-AXL-726-M101L, IgG1-AXL-171, IgG1-AXL- 613, IgG1-AXL-107 e IgG1-AXL-
154-M103L no indujeron ninguna ADCC significativa en las células A431 a concentraciones de hasta 10 pg/ml (Figura
3).

Ejemplo 5 - Caracteristicas de unién de los conjugados de anticuerpo y farmaco contra AXL (CAF-AXL )

Se transfectaron transitoriamente células HEK293T con construcciones de expresidén para la AXL humana de longitud
completa (véase el Ejemplo 1). La unién de anticuerpos contra AXL y de los CAF-AXL a estas células se evalué
mediante citometria de flujo. Células HEK293 transfectadas transitoriamente se incubaron con diluciones en serie de
los anticuerpos contra AXL o de los CAF-AXL (diluciones de factor 4; intervalo de concentracién final 0,003-10 pg/ml)
durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavar tres veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, las células se incubaron
en 100 pl con anticuerpo secundario a 4 °C durante 30 minutos en la oscuridad. Como anticuerpo secundario, se utilizé
anticuerpo de cabra contra la regién F(ab'), de IgG humana conjugado con R-ficoeritrina (PE) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA; cat. n.° 109-116-098) diluido a 1/100 en PBS/BSA al 0,1 %/azida
al 0,02 %. A continuacién, las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, se resuspendieron
en 120 ul de PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 % y se analizaron en un equipo FACS Cantoll (BD Biosciences).

Las curvas de unién se analizaron mediante regresién no lineal (respuesta a dosis sigmoidea con pendiente variable)
usando el programa informatico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).

En la Figura 4 se observa que la unién de los anticuerpos contra AXL a las células HEK293 que expresan el ECD de
la AXL humana era similar a la unidén de los CAF-AXL.

Ejemplo 6- Citotoxicidad in vitro inducida por conjugados de anticuerpo y farmaco especificos de AXL

Células LCLC-103H (cancer de pulmén macrocitico humano) se cultivaron en RPMI 1640 con L-Glutamina (Cambrex;
n.° de cat. BE12-115F) complementado con suero bovino Cosmic al 10 % (volfvol) termoinactivado (Perbio; n.° de cat.
SH30087.03), L-glutamina 2mM (Cambrex; n.°de cat. US17-905C), 50 Ul/ml de penicilina y 50 pg/ml de
estreptomicina (Cambrex; n.° de cat. DE17-603E). Células MDA-MB-231 (cancer de mama humano) se cultivaron en
DMEM (Cambrex; n.° de cat. BE12-709F) complementado con suero bovino Cosmic al 10 % (vol/vol) termoinactivado
(Perbio; n.° de cat. SH30087.03), Piruvato sédico 1 mM (Cambrex; n.°de cat. BE13-115E), L-glutamina 2 mM
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(Cambrex; n.° de cat. US17-905C), MEM (medio esencial minimo) con NEAA ( amino&cidos no esenciales) 100 uM
(Invitrogen; n.° de cat. 11140), 50 Ul/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina (Cambrex; n.° de cat. DE17-603E).
Las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C en una incubadora humidificada con CO5 al 5 % (volfvol). Células LCLC-
103H y MDA-MB-231 se cultivaron hasta llegar casi a la confluencia, después de lo cual las células se separaron con
tripsina, se resuspendieron en medio de cultivo y se pasaron a través de un filtro celular (BD Falcon, n.° de cat. 352340)
para obtener una suspensién de células sueltas. En cada pocillo de una placa de cultivo de 96 pocillos se sembraron
1x10% células vy las células se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente durante 5 horas
a 37 °C, con CO» al 5 % para permitir su adherencia a la placa.

Se prepararon diluciones en serie (factor 4; concentraciones finales en el intervalo de 0,00015 a 10 yg/ml) de
conjugados anticuerpo y farmaco contra AXL (CAF-AXL,; véase el Ejemplo 1) en medio de cultivo y se afiadieron a las
placas. Se usé la incubacién de células con estaurosporina 1 uM (n.° S6942-200, Sigma) como referencia de
destruccion del 100 % de las células tumorales. Las células no tratadas se utilizaron como referencia de destruccién
del 0 % de las células tumorales. Las placas se incubaron durante 5 dias a 37 °C, con CO; al 5 %. A continuacién, se
afiadio reactivo CellTiter-Glo (Promega; n.° de cat. G7571) a los pocillos (20 ul por pocillo) y las placas se incubaron
durante 1,5 horas a 37 °C, con CO; al 5 %. Posteriormente, se transfirieron 180 pl por pocillo a placas Optiplate™
blancas de 96 pocillos (PerkinElmer, Waltham, MA; n.° de cat. 6005299), que se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente. Por Gltimo, la luminiscencia se midié en un lector multiplacas EnVision (Envision, Perkin Elmer).

Los CAF-AXL, IgG1-AXL-148-vcDuo3, 1gG1-AXL-183-veDuo3 e 1gG1-AXL-726-vcDuo3 indujeron citotoxicidad en
células LCLC-103H, con valores de Clsg entre 0,01 y 0,06 ug/ml, como se muestra en la Figura 5A. De manera similar,
en la Figura 5B se muestra que estos CAF-AXL indujeron citotoxicidad de las células MDA-MB-231 con valores de
Clso entre 0,005 y 0,015 pg/ml.

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

Las secuencias de proteinas de las regiones VH y VL del panel de anticuerpos contra AXL (descrito en el Ejemplo 1)
se alinearon y se compararon para determinar la unién a AXL para identificar cambios criticos o permisivos de restos
de aminoacidos en las regiones VH o VL. Por lo tanto, los anticuerpos con regiones VH o VL idénticas se agruparon y
se compararon para determinar la unién a la AXL humana y las diferencias en las secuencias VL o VH,
respectivamente. La unién a la AXL humana expresada transitoriamente por células HEK-293F, se evalué en el ensayo
de deteccién homogéneo especifico de antigeno como se describe en el Ejemplo 1. La numeracién de las posiciones
de aminoacidos de las alineaciones realizadas en el presente ejemplo, se realizé basandose en las secuencias
expuestas en la Figura 6, es decir, el primer aminoacido en la secuencia mostrada se numer6é como posicién "1", el
segundo como posicién "2", etc.

En primer lugar, se agruparon anticuerpos con secuencias VL idénticas.

Se descubrié que 1gG1-AXL-148 e IgG1-AXL-140 tenian una secuencia VL idéntica y mostraban diferencias de
1 aminoéacido en la regién CDR3 de HC (F por | en la posicién de aminoacido 109; Figura 6A). Ambos anticuerpos se
unieron a la AXL humana (Tabla 8), lo que indica que el aminoéacido en la posicién 109 no es esencial para la unién
del anticuerpo, lo que supone que una mutacién identificada en la regién CDR2 (G por A en la posicién del aminoéacido
56) no compensa la pérdida de unién (Figura 6A).

Se descubrié que IgG1-AXL-726 e 1IgG1-AXL-187 tenian una secuencia VL idéntica y ambos anticuerpos se unian a
la AXL humana (Tabla 8). Se permitieron dos cambios de restos de aminoacidos en la region CDR3 de HC (R por S
en la posicién 97 y A por T en la posicién 105; Figura 6B) sin perder la unién, lo que supone que las mutaciones
identificadas en la CDR1 (Y por H en la posicién 32) y/o en las regiones estructurales (P3Q, V24I, Y25D, T86A y
T117A) no compensan la pérdida de unién (figura 6B).

Se descubrié que IgG1-AXL-171, IgG1-AXL-172 e IgG1-AXL-181 tenian una secuencia VL idéntica y todos los
anticuerpos se unian a la AXL humana (Tabla 8). Las regiones CDR3 de estos tres anticuerpos eran idénticas, pero
se permiti6 un cambio de resto de aminoacido en la CDR1 HC (S por N en la posicién 31) o en la regién estructural (H
por Q en la posicién 82) sin perder la unidén (Figura 6C).

Se descubri6é que IgG1-AXL-613, IgG1-AXL-608-01, IgG1-AXL-610-01 e IgG1-AXL-620-06 tenian una secuencia VL
idéntica y mostraban una diferencia de aminoacido en la regién CDR3 de HC (N por D en la posicién de amino&cido
101; Figura 6D). Todos los anticuerpos se unieron a la AXL humana (Tabla 8), lo que indica que el aminoacido en la
posicion 101 no es esencial, lo que supone que las mutaciones identificadas en la CDR2 de HC (V por A en la posicién
58) y/o en las regiones estructurales (N35S, M37V, AB1V, L70I, S88A) no compensan la pérdida de unién (Figura 6D).

A continuacién, se agruparon anticuerpos con secuencias VH idénticas.
Se descubrié que IgG1-AXL-613 e IgG1-AXL-613-08 tenian una secuencia VH idéntica y mostraban cinco diferencias

de aminoécidos en la regién CDR3 de la LC (RSNWL por YGSSY en las posiciones 92 a 96; Figura 6E). Ambos
anticuerpos se unieron a la AXL humana (Tabla 8), lo que indica que la variacién de aminoacidos en las posiciones 92
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a 96 esté permitida y no afecta a la unién del anticuerpo, lo que supone que las mutaciones identificadas en la CDR1
(delecion de la S en la posiciébn 30), CDR2 (G51D) y/o en las regiones estructurales (G9A, S54N, R78S, Q100G,
L104V) no compensan la pérdida de unién (Figura 6E).

Tabla 8
Anticuerpo CEso (ug/ml) Unién maxima (Unidades arbitrarias)
IgG1-AXL-140 0,0026 2889
IgG1-AXL-148 0,0036 3499
IgG1-AXL-171 0,003 2575
IgG1-AXL-172 0,0055 5378
IgG1-AXL-181 0,008 3598
IgG1-AXL-187 0,0085 2563
IgG1-AXL-608-01 0,0035 3318
IgG1-AXL-610-01 0,0023 2947
IgG1-AXL-613 0,0072 5211
IgG1-AXL-613-08 0,0242 2209
IgG1-AXL-620-06 0,0034 4352
IgG1-AXL-726 0,0471 3154

Ejemplo 8 - Conjugaciéon de MMAE con anticuerpos contra AXL y citotoxicidad in vitro inducida por anticuerpos contra
AXL conjugados con MMAE

Conjugacién de MMAE con anticuerpos contra AXL

Los anticuerpos contra AXL se purificaron mediante cromatografia de proteina A de acuerdo con procedimientos
convencionalas y se conjugaron con veMMAE. El farmaco enlazador veMMAE se alquild en las cisteinas de los
anticuerpos reducidos de acuerdo con los procedimientos descritos en la bibliografia (véase Sun et al., 2005;
McDonagh et al., 2006; y Alley et al., 2008). La reaccién se inactivo afiadiendo un exceso de N-acetilcisteina. Cualquier
farmaco no conjugado residual se eliminé por purificacién y los conjugados finales de anticuerpo y farmaco contra AXL
se formularon en PBS. Posteriormente se analizaron los conjugados de anticuerpo y farmaco contra AXL para
determinar su concentracién (mediante absorbancia a 280 nm), la relacién farmaco-anticuerpo (DAR) mediante
cromatografia de fase inversa (RP-HPLC) y cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC), la cantidad de farmaco no
conjugado (mediante cromatografia de fase inversa), el porcentaje de agregacién (mediante cromatografia de
exclusién por tamafio, SEC-HPLC) y los niveles de endotoxinas (mediante ensayo LAL (Lisado de Amebocitos de
Limulus). Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Descripcién general de las diferentes caracteristicas de los conjugados de anticuerpo y farmaco.

CAF, 1lgG1-AXL-
154- 183- 726- l9G1-
Ensayo 107 148 M103L 171 N52Q 511 613 M101L 733 b12

Coneentracion | 718 | o63 | 657 | 369 | 671 | 577 | 617 | 7,37 | 7,71 | 158
(mg/ml)

DAR por HIC 3,97 3,96 3,71 3,65 3,92 3,87 4,23 4,12 4,08 4,00

. :
% de anticuerbo | 4 5 | 558 | 613 | 7,11 | 868 | 835 | 513 | 499 | 374 | 189
no conjugado

% de agregacion

mediante SEC- | 63 | 228 | 209 3.3 52 51 | 6.4 40 35 | 25
HPLC
Endotoxina 23 | 12 26 3.1 5.9 45 | 20 3.6 76 | 115
(UE/mg)

Cultivo celular

Células LCLC-103H (cancer de pulmén macrocitico humano) y células A431 (DMSZ, Braunschweig, Alemania) se
cultivaron en RPMI 1640 con L-Glutamina (Cambrex; n.° de cat. BE12-115F) complementado con suero bovino Cosmic
al 10 % (volivol) termoinactivado (Perbio; n.° de cat. SH30087.03), L-glutamina 2 mM (Cambrex; n.° de cat. US17-
905C), 50 Ul/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina (Cambrex; n.° de cat. DE17-603E). Se cultivaron células
MDA-MB231 en DMEM con alto contenido de glucosa y HEPES (Lonza n.° BE12-709F), Suero bovino donante con
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hierro (Life Technologies n.° 10371-029), L-glutamina 2 mM (Lonza n.° BE17 -605E), Piruvato sédico 1 mM (Lonza
n.° BE13-115E) y solucién de aminoacidos no esenciales con MEM (medio esencial minimo) (Life Technologies
n.° 11140). Las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C en una incubadora humidificada con CO» al 5 % (vol/vol). Se
cultivaron células LCLC-103H, A431 y MDA-MB231 hasta casi la confluencia, después de lo cual las células se
separaron con tripsina, se resuspendieron en medio de cultivo y se pasaron a través de un filtro celular (BD Falcon,
n.° de cat. 352340) para obtener una suspensién de células sueltas. En cada pocillo de una placa de cultivo de
96 pocillos se sembraron 1x10%células y las células se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente durante 5 horas a 37 °C, con CO, al 5 % para permitir su adherencia a la placa.

Ensayo de citotoxicidad

Se prepararon diluciones en serie (concentraciones finales en el intervalo de 0,00015 a 10 pg/ml) de anticuerpos contra
AXL conjugados con MMAE en medio de cultivo y se afiadieron a las placas. Se usé la incubacién de células con
estaurosporina 1 uM (n.® S6942-200, Sigma) como referencia de destruccién del 100 % de las células tumorales. Se
usaron células no tratadas como referencia de crecimiento celular del 100 %. Las placas se incubaron durante 5 dias
a 37 °C, con COz al 5 %. A continuacién, se afiadié reactivo CellTiter-Glo (Promega; n.° de cat. G7571) a los pocillos
(20 pl por pocillo) y las placas se incubaron durante 1,5 horas a 37 °C, con COs al 5 %. Posteriormente, se transfirieron
180 pl por pocillo a placas Optiplate™ blancas de 96 pocillos (PerkinElmer, Waltham, MA; n.° de cat. 6005299), que
se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Por Ultimo, la luminiscencia se midié en un lector multiplacas
EnVision (Envision, Perkin Elmer).

Los anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE indujeron la muerte celular del 50 % en células LCLC-103H a
concentraciones entre 0,004 y 0,219 ug/ml como se muestra en la Tabla 10 y en la Figura 7.

De manera similar, los CAF-AXL indujeron citotoxicidad de manera eficaz en células A431 (Tabla 11 y Figura 15A) y
en células MDA-MB231 (Tabla 11 y Figura 15B).

Tabla 10- Citotoxicidad de anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE en células LCLC-103H (valores de CEsx)

CAF CEso (ug/ml)
IgG1-AXL-613-veMMAE 0,004
IgG1-AXL-148-vcMMAE 0,012
IgG1-AXL-171-veMMAE 0,018
IgG1-AXL-726-M101L-veMMAE 0,018
IgG1-AXL-107-veMMAE 0,022
IgG1-AXL-511-veMMAE 0,032
IgG1-AXL-154-M103L-vcMMAE 0,044
IgG1-AXL-183-N52Q-VCMMAE 0,113
IgG1-AXL-733-veMMAE 0,219

Tabla 11. Citotoxicidad de anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE en células A431 y MDA-MB-231 (valores
de CEsp).

CEso (ug/ml)
CAF Ad431 (n=3) MDA-MB231 (n=2)
Media d.e. Media d.e.
[gG1-AXL-107-veMMAE* 0,154 0,066 0,037 0,005
[gG1-AXL-148-vcMMAE 0,070 0,013 0,012 0,004
I[gG1-AXL-154-M103L-veMMAE 0,719 0,091 0,396 0,195
[gG1-AXL-171-veMMAE 0,206 0,074 0,035 0,006
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(continuacién)

CEso (ug/ml)

CAF Ad431 (n=3) MDA-MB231 (n=2)

Media d.e. Media d.e.
IgG1-AXL-183-N52Q-vcMMAE 1,157 0,160 0,139 0,028
[gG1-AXL-511-veMMAE 0,093 0,020 0,052 0,003
[gG1-AXL-613-vcMMAE 0,109 0,078 0,005 0,001
I[gG1-AXL-726-M101L-veMMAE 0,270 0,157 0,022 0,002
[gG1-AXL-733-vcMMAE 1,253 0,228 0,881 0,182

En el presente documento *IgG1-AXL-107-vcMIVIAE también se denomina "HuMax-CAF-AXL"

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

La eficacia in vivo de los anticuerpos contra AXL conjugados con MMAE se determiné en tumores de xenoinjerto
LCLC-103H subcutaneos (SC) establecidos en ratones SCID. En el costado derecho de ratones SCID hembra, se
inyectaron por via subcutanea 5 x 108 células tumorales LCLC-103H (carcinoma de pulmén macrocitico) (obtenidas
en Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)) en 200 pl de
PBS. A partir de 14-21 dias después de la inoculacién de las células tumorales, cuando el tamafio promedio del tumor
era >100-200 mm?®y se observé un claro crecimiento tumoral, se administré por via intraperitoneal una Unica inyeccion
con 1 mg/kg (20 pg/ratén) de anticuerpos IgG1-AXL-veMMAE (como se describe en el Ejemplo complementario 1) o
de control (IgG1-b12 no conjugado) (100 pl/ratén). El volumen del tumor se determiné al menos dos veces por semana.
Los volimenes tumorales (mm?) se calcularon a partir de mediciones realizadas con un calibrador (PLEXX) como:
0,52 x (longitud) x (anchura)?.

El panel de anticuerpos contra AXL-veMMAE mostré un amplio intervalo de actividad antitumoral en tumores
subcutaneos, SC, LCLC-103H establecidos (Figura 8). Los clones IgG1-AXL-733-veMMAE, 19G1-AXL-107-veMMAE
e 1gG1-AXL-148-vcMMAE indujeron regresidén tumoral, los clones AXL-171-veMMAE, 19G1-AXL-511-veMMAE e 1gG1-
AXL-613-veMMAE indujeron inhibicién del crecimiento tumoral y los clones 1gG1-AXL-154-M103L-veMMAE, 1gG1-
AXL-183-N52Q-veMMAE e IgG1-AXL-726-M101L-veMMAE mostraron inhibicién nula o minima del crecimiento
tumoral.

El anélisis estadistico del ultimo dia en que todos los grupos estaban intactos (dia 30) mediante ANOVA unidireccional
(prueba de comparaciones multiples de Dunnett frente a IgG1-b12 de control) indicé una diferencia muy significativa
(p<0,0001) en el volumen tumoral entre 1IgG1-b12 frente a IgG1-AXL-733-veMMAE, IgG1-AXL-107-veMMAE e 1gG1-
AXL-148-vcMMAE. El tratamiento con estos clones condujo en algunos ratones de estos grupos a una reduccién
completa del tumor. El tratamiento con los clones IgG1-AXL-171-veMMAE, 19G1-AXL-511-veMMAE e 1gG1-AXL-613-
veMMAE también mostré inhibicién significativa del crecimiento tumoral en comparacién con IgG1-b12, pero las
diferencias fueron menos pronunciadas (p<0,05 a p<0,001). El crecimiento tumoral de ratones tratados con los clones
1gG1-AXL-154-M103L-veMMAE, IgG1-AXL-183-N52Q-veMMAE e 1gG1-AXL-726-M101L-vcMMAE, no se vio afectado
significativamente en comparacion con el control IgG1-b12.

Se observé actividad antitumoral de los anticuerpos contra AXL-veMMAE en diversos otros modelos tumorales in vivo.
En dos modelos de xenoinjerto derivados de lineas celulares (A431; adenocarcinoma epidermoide y MDA-MB-231;
cancer de mama) los anticuerpos contra AXL-veMMAE indujeron inhibicién del crecimiento tumoral, y la regresién del
tumor fue inducida por anticuerpos contra AXL-veMMAE en dos modelos de xenoinjerto derivados de pacientes con
cancer de pancreas y cervicouterino.

Ejemplo 10 - Eficacia antitumoral de los CAF-AXL en un modelo de xenoinjerto derivado de paciente (PDX) con cancer
de péncreas con expresion especifica heterogénea

La actividad antitumoral de IgG1-AXL-107-veMMAE, 1gG1-AXL-148-veMMAE e IgG1-AXL-733-vcMMAE se determiné
en el modelo PDX de cancer de pancreas PAXF1657 (experimentos realizados por Oncotest, Freiburg, Alemania). En
el costado izquierdo de ratones hembra NMRI nu/nu de 5-7 semanas de vida se implant6 por via subcutanea tejido
tumoral de pancreas humano. La asignhacién al azar de los animales se realizd de la siguiente manera: animales
portadores de un tumor con un volumen entre 50 - 250 mm?, preferentemente 80 - 200 mm®, se distribuyeron en
7 grupos experimentales (8 animales por grupo), teniendo en cuenta una mediana y una media comparables del
volumen del tumor del grupo. El dia de la asignacién al azar (dia 0), los 3 CAF se administraron por via intravenosa
(i.v.) a una dosis de 4 mg/kg o 2 mg/kg, y el grupo control recibié6 una dosis Unica de 1gG1-b12 (4 mg/kg). Los
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volimenes tumorales (mm?) se controlaron dos veces por semana y se calcularon a partir de mediciones realizadas
con un calibrador (PLEXX) como: 0,52 x (longitud) x (anchura)?.

La tincién de los tumores PAXF1657 se realizé con técnicas de inmunohistoquimica convencionales. Resumiendo,
tejidos congelados se fijaron con acetona durante 10 minutos y la peroxidasa endégena se agoté utilizando peroxidasa
de hidrégeno. Posteriormente, las secciones de tejido se bloquearon con suero normal de ratén y la tincién se realizé
incubando con 5 ug/ml un conjunto de 5 anticuerpos IgG1-AXL (IgG1-AXL-061, IgG1-AXL-137, IgG1-AXL-148, IgG1-
AXL-183, IgG1-AXL-726). Después incubar con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante
(HRP), la HRP se visualiz6 con amino-etil carbazol (AEC; que produce un color rojo). Cada portaobjetos se tifié con
hematoxilina (azul) de contraste para identificar los nlcleos y se cubrié con glicerina. Los cortes de tejido inmunotefiido
se digitalizaron en un microscopio Zeiss manual (AxioSkop) con aumentos de 10x y 40x.

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

En la Figura 10A se muestra que el tratamiento de los ratones con 2 mg/kg de 1IgG1-AXL-107-veMMAE, 1gG1-AXL-
148-veMMAE e 1gG1-AXL-733-veMMAE, redujo significativamente el crecimiento de tumores PAXF1657 en
comparacion con el grupo de control. A una dosis de 4 mg/kg de IgG1-AXL-107-veMMAE, 19G1-AXL-148-vcMMAE e
IgG1-AXL-733-veMMAE, se indujo la regresién tumoral de tumores PAXF1657. El dia 14 después del tratamiento, el
tamafio promedio del tumor de los ratones que se habian tratado con 2 mg/kg o 4 mg/kg de IgG1-AXL-107-MMAE,
IgG1-AXL-148-MMAE o IgG1-AXL-733-MMAE, fue significativamente mas pequefio que el de los ratones que se
habian tratado con una IgG de control de isotipo (IgG1-b12) (p<0,001; prueba de comparacién multiple de Tukey).

El tratamiento de los ratones con IgG1-AXL-148 no conjugado no produjo actividad antitumoral en el modelo PAXF1657
(Figura 10B). Sin embargo, 1IgG1-AXL-148-vcMMAE conjugado, indujo actividad antitumoral dependiente de la dosis
en este modelo (Figura 10B), lo que ilustra que la capacidad terapéutica de los CAF-AXL depende de la actividad
citotéxica de MMAE.

Asi mismo, el tratamiento de ratones con el CAF 1gG1-b12-veMMAE inespecifico, no mostré actividad antitumoral en
el modelo PAXF1657 (Figura 10C), lo que ilustra que la capacidad terapéutica de los CAF-AXL también depende de
la unién especifica a la diana.

Ejemplo 11 - Anticuerpos contra AXL que se unen al dominio de Ig1

La especificidad de los anticuerpos contra AXL, IgG1-AXL-061, IgG1-AXL-107, 1IgG1-AXL-137 e IgG1-AXL-613, por el
dominio de AXL, se determiné usando un panel de mutantes de AXL quiméricos de ser humano-ratén. Para confirmar
la expresién de hsAXL-mmECD se incluyé el anticuerpo monoclonal contra AXL de ser humano-ratén YW327.6S2 de
reaccién cruzada. Se incluyé 1gG1-b12 como anticuerpo de control de isotipo. Se generaron cinco moléculas
quiméricas de AXL diferentes y se expresaron en HEK293F como se describe en el Ejemplo 3. En resumen, el dominio
| similar a Ig (Ig1) humano, el dominio Il similar a Ig (1g2), el dominio | similar a FNIIl (FN1) humano o el dominio Il
similar a FNIII (FN2) humano, se reemplazaron por sus homélogos murinos. La unién de 1 pg/ml de anticuerpo contra
AXL a las quimeras de AXL de ser humano-ratén se determin6é mediante citometria de flujo, como se describe en el
Ejemplo 2.

Todos los anticuerpos contra AXL mostraron unién a la AXL humana (Figura 11A), mientras que la unidén se anuld
cuando el ECD de la AXL humana se sustituyé por su homélogo murino (Figura 11B). Como se esperaba, el anticuerpo
monoclonal contra AXL de ser humano-ratén YW327.6S2 de reaccidn cruzada, mostré unién a hsAXL-mmECD, lo que
confirma la expresién adecuada de hsAXL-mmECD.

Los anticuerpos 1gG1-AXL-061, 19G1-AXL-107, IgG1-AXL-137, e 1gG1-AXL-613 contra AXL, mostraron una unién
fuertemente reducida a hsAXL-mmlg1 (Figura 11C), lo que ilustra el reconocimiento de un epitopo en el dominio de
Ig1 de AXL. En linea con esto, la unién de IgG1-AXL-061, IgG1-AXL-107, IgG1-AXL-137 e IgG1-AXL-613 a hsAXL-
mmig2 (Figura 11D), a hsAXL-mmFN1 (Figura 11E) o a hsAXL-mmFN2 (Figura 11F) no se vio afectada. El anticuerpo
monoclonal contra AXL de ser humano-ratén YW327.6S2 de reaccién cruzada, mostré unién a todas las variantes
quiméricas de AXL, lo que confirma la expresiéon adecuada de estas proteinas.

Ejemplo 12 - Los anticuerpos 1gG1-AXL-107 e IgG1-AXL-613 contra AXL se unen al dominio de Ig1 pero no compiten
con la unién de Gas6é

Se analizé si la unién de los anticuerpos contra AXL, IgG1-AXL-061, 1gG1-AXL-107, 1IgG1-AXL-137 o IgG1-AXL-613
contra AXL, interferia con la unién del ligando Gas6 de AXL a AXL. Por lo tanto, la unién de Gas6 a células A431 que
se habian preincubado con 10 pg/ml de anticuerpos contra AXL se analizé como se describe en el Ejemplo 2. La
preincubacién con anticuerpo YW327.6S2 contra AXL, que se describié que compite con Gas6 por la unién a AXL,
IgG1-b12 (control de isotipo) o medio (control negativo) se incluyeron como controles.
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Las curvas de unién se analizaron mediante regresién no lineal (respuesta a dosis sigmoidea con pendiente variable)
usando el programa informatico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).

En la Figura 12 y en la Tabla 12 se muestra que la unién de Gas6 a células A431 que se habian preincubado con
anticuerpos 1gG1-AXL-107 e IgG1-AXL-613 fue similar a la de los controles de 1I9gG1-b12 y medio. Esto ilustra que la
unién de 1IgG1-AXL-107 e IgG1-AXL-613 a AXL no interfiere con la unién de Gas6, como se muestra en el Ejemplo 2.
La unién de Gasb a las células A431 se redujo en gran medida en presencia de IgG1-AXL-061, IgG1-AXL-137 y el
anticuerpo contra AXL de control YW327.6S2 en comparacién con los controles IgG1-b12 y medio.

En experimentos en que las células A431 se preincubaron con Gas6, los valores de unién maximos de IgG1-AXL-107
e lgG1-AXL-613 fueron comparables a los de la unién de los anticuerpos en ausencia de Gas6 (la unidbn maxima
después de la preincubacién con Gas6 fue de 91-108 % de la unién sin preincubacién con Gas6) (Tabla 12). Los
valores de CEsgp para la unién de 1IgG1-AXL-107 e 1gG1-AXL-613 con o sin preincubacién con Gas6 estaban en el
mismo intervalo, o algo mas altos después de la preincubacién con Gas6 (Tabla 12), lo que ilustra que IgG1-AXL-107
e 1IgG1-AXL-613 no compiten con la unién de Gas6.

Similar al anticuerpo de control YW327.6S2, la unién de IgG1-AXL-061 e IgG1-AXL-137 a las células A431 se redujo
considerablemente en presencia de Gas6 en comparacion con la unidén sin Gas6 (la unién méaxima después de la
preincubacién con Gas6 fue del 40-43 % de la unién sin preincubacién con Gas6; Tabla 12). Los valores de CEsq de
IgG1-AXL-061 e IgG1-AXL-137 no se pudieron determinar correctamente después de la preincubacién con Gas6
(Tabla 12). Esto muestra que 1IgG1-AXL-061 e IgG1-AXL-137 compiten con Gas6 por la unién a AXL.

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

Tabla 12
Unién de anticuerpo a células A431 Unién de Gas6 a células A431
Unién maxima L .
. en presencia de . Union maxima en
) CEsp sin CEsp en Gas6 (% de CEsp en presencia presencia de
Anticuerpo Gas6 CEso presencia de union ;n de anticuerpos | anticuerpos contra AXL
(Hg/ml) Gas6 (pg/ml) . AXL (pg/ml) media (% de unién en
; . ausencia de ; .
media (d. e.) media (d.e.) ) (d.e.) presencia de anticuerpo
Gas6) media .
de control) media (d. e.)
(d.e)
IgG1-AXL-0681 0,15 (n.a.) n.a. 43 (28) n.a. 22 (8)
IgG1-AXL-107 0,16 (0,17) 0,94 (1,18) 91 (5) 0,78 (0,54) 96 (8)
IgG1-AXL-137 0,11 (0,10) n.a. 40 (18) n.a 36 (4)
IgG1-AXL-613 0,09 (0,09) 0,10 (0,10) 108 (22) 0,57 (0,36) 100 (11)
YW327.652 0,09 (0,09) 1,90 (1,04)* 41 (24) 5,53 (7,09)* 17 (10)
b12 n.a? n.a. n.a. 0,40 (0,11) 100

@n.a., no aplicable
* Los valores de CEsg son menos precisos debido a la baja unién.

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

Produccién de Gas6 de células tumorales A431 y LCLC-103H

Se analizé si las células A431 y las células LCLC-103H producen Gas6. Por lo tanto, las células se cultivaron en medio
de cultivo completo durante 3 dias. Los niveles de Gas6 en el sobrenadante se determinaron usando el ELISA
Quantikine Human Gas6 (R&D Systems, Minneapolis, MN) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este
ensayo usa la técnica ELISA tipo sadndwich cuantitativa. Se ha recubierto previamente una microplaca con un Ab
monoclonal especifico para Gas6 humano. Los patrones y las muestras se pipetean en los pocillos y cualquier Gas6
humano presente se une al Ab inmovilizado. Después de lavar cualquier sustancia no unida, se afiade a los pocillos
un Ab policlonal unido a enzima especifico para Gas6 humano. Después de un lavado para eliminar cualquier reactivo
enzimatico no unido al Ab, se afiade un sustrato a los pocillos y se revela el color en proporcién a la cantidad de Gas6

90



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3029 907 T3

humano unido en la etapa inicial. Se detiene el revelado del color y se mide la intensidad del color.

Se descubrié que el medio de cultivo celular condicionado con células A431 contenia 2576 ng/ml de Gas6, mientras
que la concentracién de Gas6 en medio acondicionado con células LCLC-103H fue mas de 20 veces inferior (Tabla
13).

Tabla 13 - Produccién de Gas6 en medio acondicionado con células tumorales.

Linea celular Gasb6 en sobrenadante (ng/ml)
LCLC-103H 126
A431 2576

Actividad antitumoral de los CAF-AXL in vivo

La actividad antitumoral in vivo de 1IgG1-AXL-081-veMMAE (proteina de unién a Ig1), IgG1-AXL-107-veMMAE (proteina
de unién a Ig1), 1IgG1-AXL-137-veMMAE (proteina de unién a 1g1), IgG1-AXL-148-vcMMAE (proteina de unién a 1g2),
IgG1-AXL-183-veMMAE (proteina de unién a FN1) e IgG1-AXL-726-vceMMAE (proteina de unidén a FN2), se determiné
en el modelo de tumor A431 (carcinoma epidermoide), que produce altos niveles de Gas6 y en el modelo de tumor
LCLC-103H (carcinoma de pulmén macrocitico), que produce bajos niveles de Gasé.

La induccién del tumor se realiz6 mediante inyeccion subcutanea de 5 x 10° células tumorales A431 o LCLC-103H
(ambas obtenidas en el Leibniz-Institut - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ))
en 200 ul de PBS en el costado derecho de ratones SCID hembra. El tratamiento comenzé 14-21 dias después de la
inoculacion de las células tumorales, cuando el tamafio promedio del tumor era >100-200 mm?3 y se observé un claro
crecimiento tumoral. Los ratones recibieron una Unica inyeccién o un total de 4 inyecciones intraperitoneales cada
quince dias de los CAF IgG1-AXL-veMMAE o anticuerpo de control (IgG1-b12 no conjugado), segin se indique. El
volumen del tumor se determiné al menos dos veces por semana. Los volimenes tumorales (mm?3) se calcularon a
partir de mediciones realizadas con un calibrador (PLEXX) como: 0,52 x (longitud) x (anchura)?.

En la Figura 13A se muestra que el tratamiento de los ratones con 3 mg/kg de IgG1-AXL-107-veMMAE, 1gG1-AXL-
148-veMMAE e IgG1-AXL-733-veMMAE, indujo la inhibicién del crecimiento de los tumores A431.

En la Figura 13B se muestra que el tratamiento de los ratones con 3 mg/kg de IgG1-AXL-148-veMMAE, IgG1-AXL-
183-veMMAE (proteina de unién a FN1) e IgG1-AXL-726-vcMMAE (proteina de unién a FN2), indujo la inhibicién del
crecimiento de los tumores A431. Por el contrario, los clones IgG1-AXL-061-veMMAE vy 1gG1-AXL-137-veMMAE no
mostraron actividad antitumoral en el modelo de xenoinjerto A431.

En la Figura 14A se muestra que el tratamiento de los ratones con 3 mg/kg de IgG1-AXL-061-veMMAE, IgG1-AXL-
137-veMMAE, 1gG1-AXL-148-veMMAE, 1gG1-AXL-183-vceMMAE e IgG1-AXL-726-veMMAE, indujo la regresion
tumoral en el modelo de xenoinjerto LCLC-103H. De manera similar, el tratamiento de los ratones con 1 mg/kg de
IgG1-AXL-107-veMMAE o con 1 mg/kg de IgG1-AXL-613-veMMAE, indujo la regresién de tumores LCLC-103H (Figura
14B).

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

Ejemplo 14-Expresién de AXL en diferentes indicios tumorales

La expresion de AXL se evalu6 en micromatrices de tejido tumoral (TMA, tissue micro arrays) recién cortado, incluido
en parafina y fijado con formol (FFPE, paraffin embedded and formalin fixated), que comprende nucleos de tejido de
pacientes con cancer tiroideo, esofagico, de ovario, pancreético, de pulmdn, de mama, cervicouterino o de endometrio,
o0 melanoma maligno. Las TMA se obtuvieron en US BioMax.

Los portaobjetos con matrices de tejido tumoral FFPE se desparafinaron y se sometieron a recuperacién de antigenos
(pH 6) y la peroxidasa endégena se agoté mediante incubacién con H>O> al 0,1 % en tampdn citrato/fosfato. Para
detectar la expresion de AXL, las TMA se incubaron con anticuerpo de conejo contra AXL (Santa Cruz, n.° de cat.: sc-
20741) a una concentraciéon de 1 ug/ml durante 60 min (temperatura ambiente (TA)). Para identificar las células
(tumorales) de origen epitelial, las TMA se incubaron con anticuerpo de conejo contra citoqueratina (Abcam, cat. Nr.
ab9377) a una dilucién de 1:50 durante 60 min (TA). Después de una etapa de lavado, las TMA se incubaron con
polimero de dextrano y anticuerpo contra IgG de conejo conjugado con peroxidasa (ImmunolLogic, n.° de cat.:
DPVR55HRP) para detectar la unién de anticuerpos contra AXL de conejo y contra citoqueratina de conejo. Por ultimo,
la unién del polimero de dextrano y anticuerpo contra IgG de conejo se visualizé con di-amino-benzadina (DAB; color
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marrén; DAKO, n.° de cat: K346811). En la TMA con nlcleos de tejido de melanoma maligno, la unién del polimero de
dextrano y anticuerpo contra IgG de conejo se visualizé con amino-etil carbazol (AEC; color rojo; Vector, SK4200). Los
nlcleos de las TMA se visualizaron con hematoxilina (color azul).

Las TMA inmunotefiidas con AXL y citoqueratina se digitalizaron con un escéner de portaobjetos Aperio a un aumento
de 20x y la inmunotincién se cuantificé con un programa informético de analisis de imagenes tisulares (Definiens
Tissue Studio software, versién 3.6.1), utilizando un algoritmo basado en células. El algoritmo se disefié para identificar
y cuantificar el porcentaje de células positivas a AXL o a citoqueratina en las biopsias (intervalo 0 - 100 %) y para
cuantificar la intensidad de tincién de AXL en las células tumorales positivas a AXL (densidad 6ptica (DO); intervalo O-
3) en cada nucleo tumoral. Las células tumorales se puntuaron como positivas a AXL, cuando la DO de AXL era al
menos de 0,1. El porcentaje de células tumorales positivas a AXL por nlcleo tumoral (intervalo 0 - 100 %) se calculd
dividiendo el nimero total de células positivas a AXL entre el nimero total de células positivas a citoqueratina en
ndcleos tumorales secuenciales. La intensidad promedio de tincién (DO) de AXL en cada nucleo tumoral se calculd
dividiendo la suma de la DO de AXL de todas las células tumorales positivas a AXL entre el nimero de células
tumorales positivas a AXL.

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

En la Figura 16 se proporciona una representacioén gréfica de la expresion de AXL en nlcleos tumorales de cancer
tiroideo, esofégico, de ovario, de mama, de pulmén, pancreatico, cervicouterino y de endometrio. En la Tabla 14 se
muestra el porcentaje de nlcleos tumorales que mostraron expresién de AXL en méas del 10 % de las células
tumorales, para cada indicio. En la Figura 17 se muestra un ejemplo representativo de un nlcleo de tejido
inmunotefiido con respecto a AXL, para cada indicio. Las figuras ilustran la expresién heterogénea de AXL en el tejido
tumoral.

Tabla 14
Indicacio tumoral Subtipo % de nicleos tumorales
(pacientes) con >10 % de
células tumorales positivas a
AXL
Céncer de eséfago Adenocarcinoma (n=19) 73
Carcinoma epidermoide (n=60) 55
Céncer de ovario Todos los subtipos (n=52) 90
Céncer pancreatico Todos los subtipos (n=58) 60
Céncer de pulmén (NSCLC) | Carcinoma epidermoide SSC (n=52) 63
Adenocarcinoma (n=48) 67
Céncer de pulmén (SCLC) SCLC (n=5) 60
Céncer tiroideo Todos los subtipos (n=48) 92
Céncer de Utero Todos los subtipos (n=60) 88
Céncer de mama TNBC (n=54) 24
Céncer cervicouterino Todos los subtipos (n=54) 93
Melanoma Melanoma maligno (n=67) 6

Abreviaturas utilizadas: NSCLC, cancer de pulmdn no microcitico; SLCL, cancer de pulmdn microcitico; TNBC, cancer
de mama triple negativo

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

Expresién de AXL, MER y TIRO3 humanas en células HEK-293F
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Para la expresiéon de diversas proteinas de longitud completa se generaron las siguientes construcciones con
optimizacién de codones: AXL humana (Homo sapiens) (n.° de registro de Genbank NP_068713.2), MER humana
(n.° de registro de Genbank EAWS52096.1) y TIRO3 humana (n.°de registro de Genbank Q.06418.1). Las
construcciones contenian sitios de restriccibn adecuados para la clonacién y una secuencia 6ptima de Kozak
(GCCGCCACC) (Kozak et al,, 1999). Las construcciones se clonaron en el vector de expresién de mamiferos
pcDNA3.3 (Invitrogen)

Se obtuvieron células Freestyle™ 293-F (un subclon de HEK-293 adaptado al crecimiento en suspension y al medio
Freestyle quimicamente definido, (HEK-293F)) en Invitrogen y se transfectaron con los pldsmidos de expresién
utilizando 293fectin (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se cultivaron durante 24-48 horas.

Estudio de unién de anticuerpos contra AXL a AXL humana, a MER humana o a TIRO3 humana

Las células HEK-293F transfectadas transitoriamente con construcciones de expresién para AXL, MER o TYRO3
humana de longitud completa, se evaluaron para detectar la unién de anticuerpos HuMab-AXL mediante citometria de
flujo. Las células HEK-293F transfectadas se incubaron con diluciones en serie de anticuerpos contra AXL (diluciones
de factor 4; intervalo de concentracién final 0,002-10 ug/ml) durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavar tres veces
en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, las células se incubaron con anticuerpo de cabra contra la regién F(ab'), de IgG
humana conjugado con R-ficoeritrina (PE) de Rhodophyta (R) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West
Grove, PA; cat. n.° 109-116-098) diluido a 1/100 en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 % (volumen final de 100 pl). A
continuacién, las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 %, se resuspendieron en 120 ul de
PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 % y se analizaron en un equipo FACS Cantoll (BD Biosciences). La tincién con
anticuerpo de ratén contra Mer humana (R&D Systems, cat. Mab8912) y con anticuerpo de ratén contra Tiro3 humana
(Dtk) (R&D Systems, cat. MAB859) se incluyeron como controles de expresiéon, como anticuerpo de control de isotipo
sin unién se incluyd 1gG1-b12. Las curvas de unidén se analizaron mediante regresién no lineal (respuesta a dosis
sigmoidea con pendiente variable) usando el programa informatico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EE. UU.).

La Figura 18A muestra que los anticuerpos Humab-AXL mostraron una unién dependiente de la dosis a las células
HEK293 que expresan AXL humana. Por el contrario, no se observé unién de anticuerpos HuMab-AXL a células que
expresaban MER (Figura 18B) o TIRO3 (Figura 18C) o a células HEK293 no transfectadas (Figura 18D. La tincién
con anticuerpos especificos contra MER y TIRO3 confirmé que las células transfectadas mostraban una expresién
adecuada de MER (Figura 18F) o de TIRO3 (Figura 18G), respectivamente.

Ejemplo 16- Internalizacién de anticuerpos contra AXL unidos a la supefrficie celular

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

La internalizacién de anticuerpos HuMab-AXL unidos a la superficie celular en células MDA-MB-231 y Calu-1 (linea
celular de carcinoma de pulmén humano; ATCC, nimero de catalogo HTB-54) se evalub mediante citometria de flujo.
Se sembraron 50.000 células en placas de cultivo tisular de 96 pocillos y se dejaron fijar durante 6 horas a 37 °C. Las
placas se incubaron a 4 °C durante 30 minutos antes de la incubacién con diluciones en serie de anticuerpos contra
AXL (intervalo de concentracién final 0,0032-10 pg/ml) a 4 °C durante 1 hora. Posteriormente, el medio se sustituy6
por medio de cultivo tisular sin anticuerpos y las células se incubaron durante toda la noche (16-18 horas)a 37 °C o a
4 °C. Posteriormente, las células se separaron con 40 pl de solucidn tibia de tripsina, se lavaron con PBS enfriado con
hielo/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 % y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C con anticuerpo de cabra contra la regién
F(ab')z de IgG humana conjugado con R-ficoeritrina (PE) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove,
PA; cat. N.° 109-116-098) diluido a 1/100 en PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 % (volumen final 100 pl), para detectar
anticuerpos contra AXL en la superficie celular. Por lltimo, las células se lavaron dos veces en PBS/BSA al 0,1 %/azida
al 0,02 %, se resuspendieron en 120 ul de PBS/BSA al 0,1 %/azida al 0,02 % y se analizaron en un equipo FACS
Cantoll (BD Biosciences).

Las curvas de unién se analizaron mediante regresién no lineal (respuesta a dosis sigmoidea con pendiente variable)
usando el programa informatico GraphPad Prism V5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).

En la Figura 19 se muestra que, en lo que respecta a todos los anticuerpos HuMab contra AXL y en todas las
concentraciones analizadas, se detecté mas anticuerpo en la membrana plasmética de las células que se habian
incubado a 4 °C después de la unién del anticuerpo, en comparacién con las células que se habian incubado a 37 °C.
Esto ilustra que, a 37 °C, los anticuerpos contra AXL se internalizan al unirse a la membrana plasmatica.

Ensayo de internalizacién y degradacién intracelular de Fab-TAMRA/QSY7

La internalizacién de los anticuerpos contra AXL se evalu6 en el ensayo de internalizacién de Fab-TAMRA/QSY7. En
este ensayo se utiliza una pareja de fluordéforo (TAMRA) e inactivador (QSY7). En estrecha proximidad, por ejemplo,
al conjugarse con la misma proteina, la fluorescencia de TAMRA se inactiva con QSY7. En este ejemplo, fragmentos
Fab de anticuerpo de cabra contra IgG humana (Jackson Immunoresearch) se conjugaron con TAMRA/QSY7 (Fab-
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TAMRA/QSY7) como se describe (Ogawa et al., Mol Pharm 2009,6(2):386-395) y el HuMab contra AXL (1,5 pug/ml) se
preincub6 con Fab-TAMRA/QSY7 (12 pg/ml; 30 min, 4 °C). El complejo se afiadidé posteriormente a células LCLC-
103H y se incubé durante 24 h en la oscuridad, en condiciones de agitaciéon (200 rpm, 37 °C). La internalizacién del
complejo HuMab-Fab-TAMRA/QSY7 y la degradacién intracelular en los endosomas y lisosomas provoca la
disociacién de TAMRA/QSY7, lo que produce las desinactivacién de TAMRA. La fluorescencia TAMRA de las células
LCLC-103H que se habian incubado con anticuerpos contra AXL formando complejo con Fab-TAMRA/QSY7 se midi6é
en un FACS Canto-Il (BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 20, la intensidad de fluorescencia de las células LCLC-103H aumenté tras la incubacidn
con el complejo AXL-anticuerpo-Fab-TAMRA/QSY7, en comparaciéon con |IgG1-b12-Fab-TAMRA/QSY7 o Fab-
TAMRA/QSY7 solos. Esto ilustra que los anticuerpos contra AXL se internalizan al unirse a las células LCLC-103H.

Ejemplo 17: La resistencia al inhibidor de BRAF PLX4720 se asocia a una expresiéon regulada por aumento de la
proteina Axl y una mayor sensibilidad a IgG1-AXL-107-vcMMAE in vitro e in vivo

En un panel de lineas celulares de melanoma humano (CDX) establecido y de lineas celulares de melanoma de bajo
pase derivadas de pacientes (PDX), los niveles de expresion de la proteina Axl se evaluaron en relacién con su
resistencia intrinseca o adquirida a la inhibiciéon del crecimiento mediante el tratamiento con el inhibidor de BRAF,
PLX4720, un analogo al inhibidor de BRAF, vemurafenib, clinicamente aprobado. Ademas, se evalué la sensibilidad
de las células de melanoma al tratamiento con 19G1-AXL-107-veMMAE in vitro e in vivo.

Cultivo celular

SKMEL147 se obtuvo en el Laboratorio de Reuven Agami en el Instituto del Céancer de los Paises Bajos. A875 se
obtuvo en Thermo Fischer, COLOB79 en Sigma, y las células SKMEL28 y A375 en la ATCC. Lineas celulares de
melanoma se cultivaron en DMEM complementado con suero bovino fetal al 10 %(Sigma), 100 U/ml de penicilina y
0,1 mg/ml de estreptomicina (todos de Gibco). Las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C en una incubadora
humidificada con CO; al 5 % (vol/vol).

Generacién de lineas celulares resistentes a PLX4720

Se cultivaron lineas celulares sensibles a inhibidores de BRAF (SKMEL28 y A375) en presencia de concentraciones
crecientes del inhibidor de BRAF, PLX4720 (Selleck Chemicals, Houston, TX, EE.UU., Compafiia: Selleck Chemicals,
Houston, TX, EE.UU., Nimero de catalogo: S1152), hasta 3 uM para establecer las correspondientes SKMEL28R vy
A375R resistentes a PLX4720. Todas las lineas celulares resistentes a los farmacos se cultivaron permanentemente
en presencia de 3 uM de PLX4720.

Generacién de lineas celulares de melanoma de bajo pase derivadas de pacientes (PDX)

La Junta de Etica Médica del hospital Antoni van Leeuwenhoek, Instituto del Cancer de los Paises Bajos, ha aprobado
la recogida y uso de tejidos humanos. Los experimentos con animales fueron aprobados por el comité de
experimentacién animal del instituto y se realizaron de acuerdo con las normas y reglamentos aplicables. El material
tumoral humano se obtuvo durante una intervencién quirdrgica o tomando biopsias tumorales de pacientes con
melanoma maligno utilizando una aguja de calibre 14. Se usaron fragmentos tumorales de ~5mm?para la implantacion
subcutanea en ratones NOD.Cg-Prkdc [/2rg!™"™/Szi, que se realiz6 con anestesia. El crecimiento tumoral se midié
dos veces por semana con un calibrador. Antes de alcanzar un tamafio tumoral de 1000 mm3, los ratones se
sacrificaron, se extirparon los tumores y se disociaron fragmentos tumorales en suspensiones de células sueltas, se
colocaron en placas de 10 cm y se cultivaron como cultivos celulares primarios en DMEM + FBS al 10 % (Sigma) +
100 U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina (todos de Gibco).

Analisis de transferencia Western

La expresiéon de Axl y de MITF se determiné mediante analisis de transferencia Western. Las proteinas del lisado
celular se separaron en un gel de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) con dodecil sulfato sédico (SDS) al
4-12 % y se transfirieron a una membrana de PVDF que posteriormente se tiié con un anticuerpo especifico contra
Axl| (sc-1096 Santa Cruz) en BSA al 5 % en PBS-Tween, 0 a una membrana de nitrocelulosa tefiida con MITF (abl2039
Abcam) en leche en polvo descremada al 5 % en PBS-Tween. Para controlar la carga de gel, se usaron anticuerpos
contra vinculina o beta-actina.

Cuantificacién de la expresién de AXL en la membrana plasmatica de lineas celulares de melanoma

La expresién de AXL en la membrana plasmética de lineas celulares tumorales humanas se cuantificé mediante
inmunofluorescencia indirecta utilizando el analisis QIFIKIT (DAKO, n.° de cat KO078). Axl se detectd utilizando el
anticuerpo monoclonal de ratén ab89224 (Abcam, Cambridge, RU). Las células adherentes se separaron con tripsina
y se pasaron a través de un filtro celular para obtener suspensiones de células sueltas. Las células se sedimentaron
por centrifugacién durante 5 minutos a 1.200 rpm, se lavaron con PBS y se resuspendieron a una concentracién de
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1x108 células/ml. Las siguientes etapas se realizaron en hielo. Se sembraron 100 ul de las suspensiones de células
sueltas (100.000 células por pocillo) en placas de fondo redondo de 96 pocillos de poliestireno (Greiner Bio-One, n.° de
cat. 650101). Las células se sedimentaron por centrifugaciéon durante 3 minutos a 300xg y se resuspendieron en 50 pl
de muestra de anticuerpo o de control de isotipo IgG1 de ratéon (nimero de cat. QF2040741, nimero de lote MAI-
10406, Pierce) a una concentracién de 10 pg/ml. Después de una incubacién de 30 minutos a 4 °C, las células se
sedimentaron y se resuspendieron en 150 pl de tampén FACS (PBS con BSA al 0,1 %). Se afiadieron perlas de
configuracién y calibracién a la placa de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células y las perlas en
paralelo se lavaron dos veces mas con 150 ul de tampén FACS y se resuspendieron en 50 ul de IgG de cabra contra
ratéon conjugada con FITC (1/50; DAKO, n.° de cat. KOO78). El anticuerpo secundario se incubd durante 30 minutos a
4 °C en la oscuridad. Las células y las perlas se lavaron dos veces con 150 pl de tampén FACS y se resuspendieron
en 100 pl de tampén FACS. La inmunofluorescencia se midié en un FACS Calibur (BD Biosciences) registrando
10.000 acontecimientos dentro de la selecciéon de las células viables. La intensidad de fluorescencia media de las
perlas de calibraciéon se usé para calcular la curva de calibracién usando el programa informatico GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Para cada linea celular, la capacidad de unién del anticuerpo (ABC),
una estimacién del nimero de moléculas de AXL expresadas en la membrana plasmética, se calculé usando la
intensidad de fluorescencia media de las células tefiidas con anticuerpo contra AXL, basandose en la ecuacién de la
curva de calibracién (interpolaciéon de incdgnitas de la curva patrén, usando el programa informatico GraphPad).

Citotoxicidad in vitro

Las células se cultivaron hasta alcanzar casi la confluencia, después de lo cual las células se separaron con tripsina,
se resuspendieron en medio de cultivo y se pasaron a través de un filtro celular (BD Falcon, n.° de cat. 352340) para
obtener una suspensién de células sueltas. Las células se sembraron en placas en un formato de 96 pocillos utilizando
las siguientes densidades de siembra: 2000 células/pocillo para lineas celulares establecidas, 4000 células/pocillo
para lineas celulares derivadas de PDX. Se afiadié IgG1-AXL-107-veMMAE 4 horas después de la siembra. Se
prepararon diluciones en serie (factor 10; concentraciones finales en el intervalo de 0,0001 a 10 pg/ml) de IgG1-AXL-
107-veMMAE en medio de cultivo y se afiadieron a las placas. Después de 5 dias (para muestras CD) o de 8 dias
(muestras PDX) de incubacion a 37 °C, con CO; al 5 %, se afiadié reactivo CellTiter-Glo (Promega; n.° de cat. G7571)
a los pocillos y el ensayo de viabilidad celular luminiscente (Promega, Madison, WI) se realiz6 de acuerdo con el
protocolo del fabricante. La luminiscencia se midié con el lector de microplacas Infinite M200 (Tecan) y la viabilidad se
calculé del siguiente modo: % de viabilidad = (luminiscencia de la muestra de interés - luminiscencia de
PAO)/(luminiscencia promedio del vehiculo de control tratado - luminiscencia de PAO), representando PAO 5 pM de
oxido de fenilarsina para la destruccién celular del 100 %.

Modelo de xenoinjerto de melanoma SKMEL147

La actividad antitumoral de IgG1-AXL-107-veMMAE se evalué en el modelo de melanoma subcutaneo SKMEL147 en
ratones NMRI atimicos. Los ratones recibieron una inyecciéon subcutanea en el costado izquierdo de 2,5x10° células
de melanoma SKMEL147, que expresan altos niveles de Ax| (véase la Figura 21 y la Tabla 15), que se resuspendieron
a 1:1 en matrigel en un volumen total de 100 pl. Los tumores se midieron tres veces por semana con un calibrador, y
cuando los tumores alcanzaron 100 mm?® los animales se asignaron al azar en los siguientes grupos de tratamiento:
IgG1-b12 (4 mg/kg), IgG1-b12-veMMAE (4 mg/kg), 19gG1-107 (4 mg/kg), 1gG1-107-vceMMAE (2 mg/kg) e IgG1-107-
veMMAE (4 mg/kg).

El dia 12 y 19 después de la inyeccién de células tumorales (dia 1 y dia 8 de la asignacién al azar) se inyectaron los
compuestos de ensayo en la vena de la cola de los animales a un volumen total de 100 ul. Los animales se sacrificaron
cuando el tamafio del tumor superé los 1.000 mm?,

Tratamiento de una poblacién mixta de células SKMEL28 de tipo natural y de células SKMEL28 resistentes a PLX4720
con CAF-AXL, con inhibidor de BRAF y/o con inhibidor de MEK.

Células SKMEL28 de tipo natural y células SKMEL28 resistentes a PLX4720 (SKMEL28-R), se transfectaron con
vectores de expresién de los fluoréforos de mCherry (color rojo) o de GFP (color verde), respectivamente.
Posteriormente, las células se sembraron a una proporcién de 1:1, con 50.000 células de cada linea celular en una
placa de 6 pocillos (en total 100.000 células/pocillo). Después de 3 horas, se afiadieron los siguientes compuestos a
los pocillos: 1gG1-AXL-107-veMMAE (1 pg/ml), IgG1-b12-MMAE (1 pg/ml; CAF de control de isotipo), PLX4720 (10
MM inhibidor de BRAF), dabrafenib (1 uM; inhibidor de BRAF), y/o trametinib (0,1 uM; inhibidor de MEK). Después de
4 dias, las células se separaron con tripsina, se lavaron una vez en PBS + BSA al 1 % y se analizaron por citometria
de flujo.

Inmunohistoquimica

Se evalud la expresion de AXL en tejidos enteros (WT, whole tissues) recién cortados, incluidos en parafina y fijados
con formol (FFPE) con melanoma maligno. La tincién se realizé6 manualmente en soportes para portaobjetos Sequenza
(Ted Pella Inc., Redding, CA, EE.UU; n.° de cat. 36105).
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Antes de la tincidn, los portaobjetos con tejido FFPE se desparafinaron en xileno al 100 % (Sigma-Aldrich, n.° de
cat. 16446, tres veces, 5 min.) y se deshidrataron en etanol al 96 % (Sigma Aldrich, n.° cat. 32294 dos veces, 5 min.)
a TA. Tras ello, se realiz6 la recuperacién de antigenos. Los portaobjetos de IHQ (inmunohistoquimica) se incubaron
en tampén citrato (pH6; DAKO; cat. n.° S2369) durante 5 min. y la peroxidasa endégena se bloqueé en tampén de
citrato/fosfato (4cido citrico 0,43 M, NapHPO4.2H>O 0,35 M; pHS5,8) a TA durante 15 minutos. Los portaobjetos se
incubaron en suero humano normal al 10 % (CLB/Sanquin, cat. n.° K1146) en PBS, antes de la incubacién con
anticuerpos primarios. La expresiéon de Axl se determind incubando con 3 pg/ml de anticuerpo policlonal de conejo
contra Axl humana H-124 en PBS complementado con suero humano normal al 2 % a TA durante 60 minutos. Los
portaobjetos se lavaron en PBS complementado con Tween-20 al 0,1 % (dos veces, 3 min.) y la unién de los
anticuerpos de conejo especificos de Axl se detect6 con anticuerpo policlonal de IgG de conejo conjugado con HRP
de Bright Vision no diluido. La HRP se visualizé con el croméforo 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (color rojo; Sigma, cat.
n.® AB926-100TAB); los nlcleos se tifleron con hematoxilina de contraste (DAKO, cat. n.° S3309). Un anatomopatélogo
titulado analizé los portaobjetos en el Instituto Oncolégico de los Paises Bajos (NKI, Amsterdam, Paises Bajos), y
puntué la intensidad y la localizacién de la tincién con Axl en cada muestra. En la Figura 27se muestran algunos
ejemplos.

Resultados
Expresién de AXL:

La expresién de AXL se evalué en un panel de lineas celulares de melanoma establecidas (Tabla 15) y de lineas de
melanoma primario de bajo pase (PDX, Tabla 16). La expresién de AXL, determinada por transferencia Western
(Figura 21), se correlacioné inversamente con la expresién de MITF en lineas celulares establecidas (Figura 21A) asi
como en muestras clinicas derivadas de pacientes (Figura 21B). En el panel de lineas celulares establecidas, la
expresion de Axl se determind también mediante citometria de flujo cuantitativa. En la Figura 22 se muestra un ejemplo
de una linea celular negativa y positiva a AXL. Los niveles de expresién de Axl (expresados como ABC) en todas las
lineas celulares se enumeran en la Tabla 15, junto con el estado de mutacién en BRAF de las lineas celulares.

Citotoxicidad del CAF-AXL in vitro:

A continuacién, la sensibilidad de las lineas celulares de melanoma establecidas y del panel PDX a IgG1-AXL-107-
veMMAE se evalué en ensayos de viabilidad. Las células se expusieron a concentraciones crecientes de IgG1-AXL-
107-vcMMAE (en el intervalo de 1 x 10*a 10 pg/ml) durante 5 dias, tras lo cual se determiné la viabilidad celular. Los
resultados se resumen en las Tablas 15 y 16, las curvas de respuesta a la dosis se muestran en las Figuras 23 y 24.
La Figura 23 muestra que las 4 lineas celulares que expresan AXL (SKMEL147, A875, A375R, SKMEL28R), tres de
las cuales eran resistentes a PLX4720, son sensibles al tratamiento con 1gG1-AXL-107-veMMAE. Las dos lineas
celulares negativas a AXL, COLO679 y SKMEL28, no mostraron cambios en la viabilidad tras el tratamiento con IgG1-
AXL-107-veMMAE. Se analizaron tres muestras PDX resistentes a PLX4720 en ensayos de viabilidad con IgG1-AXL-
107-vcMMAE. La Figura 24 muestra que los dos cultivos PDX de alta expresién de AXL, MO16 y MO19R, fueron
sensibles al tratamiento con IgG1-AXL-107-veMMAE, mientras que el cultivo PDX M082 con baja expresién de AXL
no mostré una respuesta diferente de la observada con el tratamiento de control IgG1-b12-veMMAE.

Tabla 15. Caracteristicas del panel de lineas celulares de melanoma.

Linea Expresién de Expresién de BRAF NRAS Sensibilidad a Sensibilidad a
celular AXL AXL (FACS) PLX4720 HuMax-CAF-AXL
(transferencia Nuamero de
Western) receptores (ABC)

SKMEL147 + 34981 Tn Q61R resistente Sensible
A875 + 37079 VB00E | tipo natural sensible Sensible
COLOB79 - DLC VE00E Tn no analizado Resistente
A375R + 14228 VE00E Tn resistente Sensible
SKMEL28 - DLC VE00E Tn sensible Resistente
SKMEL28R + 63809 VE00E Tn resistente Sensible

*BLQ = Por debajo del limite de cuantificacién (<3300, valor de ABC (antibody binding capacity, capacidad de unidn
del anticuerpo) mas bajo de las perlas de calibracion)

Tabla 16. Caracteristicas de los cultivos de melanoma derivados de pacientes
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Expresién de

Expresién p -
Nombre | __Estado deAXL | AXLNOMero | sengipilidag | Sensibilidad
BRAF/NRAS | (Transferenc t aPLX4720 CAF AXI:
ia Western) |  receptores )
(ABC, FACS)
M016 NRAS®1R + 13688 resistente Sensible
MO19R BRAFV600E ++ 25088 resistente Sensible
M082 BRAFV600E (baja) 3376 resistente Insensible

Tratamiento con CAF-AXL in vivo:

En el modelo de xenoinjerto de melanoma SKMEL147, los ratones tratados con IgG1-b12, IgG1-b12-veMMAE o IgG1-
AXL-107, no mostraron inhibicién del crecimiento tumoral. IgG1-AXL-107-veMMAE indujo la inhibicién del crecimiento
tumoral a 2 mg/kg, y a una dosis de 4 mg/kg 19G1-AXL-107-veMMAE indujo una fuerte regresién tumoral, que duré
hasta alrededor del dia 50 (Figura 25A).

HuMax-CAF-AXL a una dosis de 4 mg/kg mostré asi un intenso efecto antitumoral, pero los tumores empezaron a
crecer de nuevo después del dia 50. Cuatro ratones que mostraron rebrote tumoral tras la regresiéon tumoral inicial con
4 mg/kg de 1gG1-AXL-107-vceMMAE se volvieron a tratar con una dosis Unica de 4 mg/kg de 19gG1-AXL-107-veMMAE
el dia 55, mientras que para la comparacidn se observaron otros dos ratones.

El tratamiento de nuevo con 4 mg/kg de IgG1-AXL-107-veMMAE produjo una regresién tumoral en los cuatro ratones,
mientras que los 2 ratones que se observaron, mostraron crecimiento tumoral (Figura 25B). Dos de los cuatro ratones
que se volvieron a tratar mostraron una regresién tumoral que se mantuvo al menos hasta el dia 80, mientras que se
observé rebrote tumoral alrededor del dia 70 en los otros dos ratones tratados de nuevo (Figura 25B).

Tratamientos combinados:

En la poblacion mixta de células SKMEL28 tn y células SKMEL28 resistentes a PLX4720, en comparaciéon con el
control no tratado, el nimero total de células se redujo en un 74-62 % cuando las mezclas celulares se trataron con
IgG1-AXL-107-veMMAE, PLX4720, o dabrafenib (Figura 26A). Tratamiento de mezclas celulares con las
combinaciones de IgG1-AXL-107-veMMAE y PLX4720, 1gG1-AXL-107-vcMMAE y dabrafenib, dabrafenib y trametinib
o dabrafenib, trametinib e IgG1-AXL-107-veMMAE, indujo una reduccién del 81-92 % del nimero total de células en
comparacién con las células no tratadas (Figura 26A).

Para evaluar si se erradicaron poblaciones celulares especificas, se determiné la relacién de color verde (células
SKMEL28-R positivas a GFP) y color rojo (células SKMEL28 positivas a mCherry). Como se esperaba, sin tratamiento
y con tratamiento con 1gG1-b12-veMMAE no afecté a la relacién GFP/mCherry, ya que el numero total de células
tampoco se vio afectado (Figura 26B). El tratamiento con IgG1-AXL-107-veMMAE dio lugar a una relacién
GFP/mCherry muy reducida (Figura 26B), lo que indica la destrucciéon especifica de las células SKMEL28-R. A la
inversa, el tratamiento con los inhibidores de BRAF PLX4720 o dabrafenib aumenté la relacién GFP/mCherry (Figura
26B), lo que indica la destruccion especifica de las células SKMEL28. Las combinaciones de IgG1-AXL-107-veMMAE
y PLX4720, dabrafenib y trametinib o dabrafenib, trametinib e IgG1-AXL-107-veMMAE, mostraron relaciones més
cercanas a 1 (Figura 26B), lo que indica que ambos tipos celulares se destruyeron con una eficacia similar. El
tratamiento con la combinacién de IgG1-AXL-107-veMMAE y dabrafenib dio lugar a una relacion GFP/mCherry muy
reducida (Figura 26B), lo que indica una destruccién mas eficaz de las células SKMEL28-R a las concentraciones
utilizadas.

Inmunohistoquimica:

En total se analizaron 45 muestras, de las cuales, 3 no contenian ningln material tumoral, por lo que se excluyeron
del anélisis. Ademas, se incluyeron 7 muestras emparejadas tratadas previamente (pre) y posteriormente (post) con
vemurafenib de los mismos pacientes, y 1 muestra emparejada tratada previamente (pre) y posteriormente (post) con
dabrafenib/trametinib.

En 41/42 muestras se detectd expresién de Axl en subconjuntos de la regién del melanoma. La intensidad de la tincién
diferia segln el tumor del paciente (Tabla 17).

Por otro lado, se observé una regulaciéon por aumento de la expresién de Axl (medida por un anatomopatélogo que
detectd un aumento de intensidad de tincién) en 4/7 muestras emparejadas antes (pre) y después (post) del tratamiento
con vemurafenib (Tabla 17).

Tabla 17. Tincién de Axl en tejido tumoral de pacientes con melanoma.
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Ndmero| Tratamiento Pre-/post- Muestra Células tumorales Comentarios
de caso tratamiento | emparejada tefiidas con AxI?
1 vemurafenib post ND Parcialmente +
2 vemurafenib post 17 de débilmente + a +
3 dabr/tram post ND de++a+++
4 vemurafenib post ND Focalmente +
5 vemurafenib post ND Parcialmente débil +
6 dabr/tram post 40 ND muy necroético
7 dabr/tram pre 16 Esporédica +
8 vemurafenib post 38 Esporédica + las células débilmente
positivas en el borde del
tumor podrian ser el resultado
de un artefacto de tincién
9 vemurafenib post ND -
10 vemurafenib post ND Parcialmente débil +
11 vemurafenib post ND Débilmente + muchos melanéfagos +
12 vemurafenib post ND Localmente débil + algunos melanéfagos +
13 vemurafenib post ND de ++ a +++
14 vemurafenib post 39 Débilmente + muchos melanéfagos +
15 vemurafenib post 24 Débilmente +
16 dabr/tram post 7 Débilmente +
17 vemurafenib pre 2 Parcialmente +
18 vemurafenib | 18 enfermedad ND Débilmente +
estable post
19 vemurafenib post ND Localmente de + a ++
20 vemurafenib | 20 enfermedad ND Débilmente +
estable post
21 vemurafenib post ND Débilmente +
22 vemurafenib post ND Parcialmente + muchos melanéfagos +
23 vemurafenib post ND de+a++
24 vemurafenib pre 15 Esporédica +
25 vemurafenib post ND Esporédica +
26 vemurafenib pre 44 Débilmente + muchos melanéfagos +
27 vemurafenib post ND Parcialmente y
débilmente +
28 vemurafenib | 28 enfermedad ND Débilmente + hay una cantidad limitada de
estable post células tumorales
29 vemurafenib post ND Parcialmente y
débilmente +
30 vemurafenib post ND Parcialmente +
31 vemurafenib post ND Parcialmente +
32 vemurafenib post ND + pequefia cantidad de células
tumorales/melanéfagos con
melanina
33 vemurafenib post ND Localmente débil +
34 vemurafenib post ND de débilmente + a +
35 vemurafenib post ND Débilmente +
36 vemurafenib post ND débilmente + muchos melanéfagos +
37 vemurafenib post ND Parcialmente débil +
38 vemurafenib pre 8 de débilmente + a +
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(continuacién)

Ndmero| Tratamiento Pre-/post- Muestra Células tumorales Comentarios
de caso tratamiento | emparejada tefiidas con Axla
39 vemurafenib pre 14 + en los senos de los ganglios

linfaticos hay células
positivas. No se sabe con
certeza si son células
tumorales o macréfagos ya
que estas células contienen
un citoplasma bastante rico

40 dabr/tram pre 6 ND no se encuentran lesiones
neopléasicas

41 vemurafenib post ND ND no se encuentran lesiones
neopléasicas

42 vemurafenib post ND Parcialmente + las zonas parcialmente

negativas podrian deberse a
un artefacto de tincién

43 vemurafenib post ND de débilmente + a +
44 vemurafenib post 26 de+a++
45 vemurafenib post ND Parcialmente débil +

a-: negativa; intensidad de tincién positiva: débilmente +< + <++< + + +; Zzona de tincién positiva: esporéadica < focal <
local < parcial; ND: no disponible

Ejemplo 18 - Generacién y caracterizacién de modelos de melanoma mutante BRAF derivados de PDX

Generacion de cultivos celulares de melanoma de bajo pase derivados de pacientes (PDX)

La Junta de Etica Médica del hospital Antoni van Leeuwenhoek, Instituto del Cancer de los Paises Bajos, ha aprobado
la recogida y uso de tejidos humanos. Los experimentos con animales fueron aprobados por el comité de
experimentacién animal del instituto y se realizaron de acuerdo con las normas y reglamentos aplicables. El material
tumoral humano se obtuvo durante una intervencién quirdrgica o tomando biopsias tumorales de pacientes con
melanoma maligno utilizando una aguja de calibre 14. Se usaron fragmentos tumorales de ~5mm?para la implantacion
subcutanea en ratones NOD.Cg-Prkdc [|2rg'™"Wi/Szi, que se realizé con anestesia. El crecimiento tumoral se midié
dos veces por semana con un calibrador. Antes de alcanzar un tamafio tumoral de 1000 mm3, los ratones se
sacrificaron, se extirparon los tumores y se disociaron fragmentos tumorales en suspensiones de células sueltas, se
colocaron en placas de 10 cm y se cultivaron como cultivos celulares primarios en DMEM + FBS al 10 % (Sigma) +
100 U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina (todos de Gibco). El cultivo celular MO19R se obtuvo de material
tumoral de un paciente con melanoma que contenia una mutacién BRAF VB00E y que era intrinsecamente resistente
a vemurafenib.

Cuantificacién de la expresién de AXL en la membrana plasmatica de lineas celulares de melanoma

La expresién de AXL en la membrana plasmética de lineas celulares tumorales humanas se cuantificé mediante
inmunofluorescencia indirecta utilizando el analisis QIFIKIT (DAKO, n.° de cat KO078). Axl se detectd utilizando el
anticuerpo monoclonal de ratén ab89224 (Abcam, Cambridge, RU). Las células adherentes se separaron con tripsina
y se pasaron a través de un filtro celular para obtener suspensiones de células sueltas. Las células se sedimentaron
por centrifugacién durante 5 minutos a 1.200 rpm, se lavaron con PBS y se resuspendieron a una concentracién de
1x108 células/ml. Las siguientes etapas se realizaron en hielo. Se sembraron 100 ul de las suspensiones de células
sueltas (100.000 células por pocillo) en placas de fondo redondo de 96 pocillos de poliestireno (Greiner Bio-One, n.° de
cat. 650101). Las células se sedimentaron por centrifugaciéon durante 3 minutos a 300xg y se resuspendieron en 50 pl
de muestra de anticuerpo o de control de isotipo IgG1 de ratéon (nimero de cat. QF2040741, nimero de lote MAI-
10406, Pierce) a una concentraciéon de 10 pg/ml. Después de una incubacién de 30 minutos a 4 °C, las células se
sedimentaron y se resuspendieron en 150 pl de tampén FACS (PBS con BSA al 0,1 %). Se afiadieron perlas de
configuracién y calibracién a la placa de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células y las perlas en
paralelo se lavaron dos veces mas con 150 ul de tampén FACS y se resuspendieron en 50 ul de IgG de cabra contra
ratéon conjugada con FITC (1/50; DAKO, n.° de cat. KOO78). El anticuerpo secundario se incubd durante 30 minutos a
4 °C en la oscuridad. Las células y las perlas se lavaron dos veces con 150 pl de tampén FACS y se resuspendieron
en 100 pl de tampén FACS. La inmunofluorescencia se midié en un FACS Calibur (BD Biosciences) registrando
10.000 acontecimientos dentro de la selecciéon de las células viables. La intensidad de fluorescencia media de las
perlas de calibraciéon se usé para calcular la curva de calibracién usando el programa informatico GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Para cada linea celular, la capacidad de unién del anticuerpo (ABC),
una estimacién del nimero de moléculas de AXL expresadas en la membrana plasmética, se calculé usando la
intensidad de fluorescencia media de las células tefiidas con anticuerpo contra AXL, basandose en la ecuacién de la
curva de calibracién (interpolacién de incdgnitas de la curva patrén, usando el programa informatico GraphPad).
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Citotoxicidad in vitro

Las células se cultivaron hasta alcanzar casi la confluencia, después de lo cual las células se separaron con tripsina,
se resuspendieron en medio de cultivo y se pasaron a través de un filtro celular (BD Falcon, n.° de cat. 352340) para
obtener una suspension de células sueltas. Los cultivos celulares derivados de PDX se sembraron en placas de
formato de 96 pocillos a una densidad de 4000 células/pocillo. Se afiadié IgG1-AXL-107-veMMAE, PLX4720 (Selleck
Chemicals, Houston, TX, EE.UU.). n.° de cat: S1152), o trametinib (Selleck Chemicals; n.° de cat: S2673) 4 horas
después de la siembra. Se prepararon diluciones en serie de los reactivos de ensayo en medio de cultivo y se
afladieron a las placas. Después de 8 dias de incubacién a 37 °C, con CO; al 5 %, se afiadié reactivo CellTiter-Glo
(Promega; n.° de cat. G7571) a los pocillos y el ensayo de viabilidad celular luminiscente (Promega, Madison, W) se
realizé de acuerdo con el protocolo del fabricante. La luminiscencia se midié con el lector de microplacas Infinite M200
(Tecan) y la viabilidad se calculé del siguiente modo: % de viabilidad = (luminiscencia de la muestra de interés -
luminiscencia de PAO)/(luminiscencia promedio del vehiculo de control tratado - luminiscencia de PAO), representando
PAO 5 uM de 6xido de fenilarsina para la destruccién celular del 100 %.

Resultados

Los cultivos celulares de melanoma derivados de PDX, MO19R y MOO9R, se obtuvieron como se ha descrito
anteriormente y se caracterizaron para determinar los niveles de expresién de Axl, el estado de la mutacién de BRAF
y NRAS y la sensibilidad in vitro a PLX4720, trametinib, o IgG1-AXL-107-vcMMAE. Los resultados se resumen en la
Tabla 18. Los niveles de expresién de Axl en MOO9R fueron heterogéneos, lo que significa que s6lo una subpoblacién
de células tenia niveles detectables de Axl, evaluados por citometria de flujo.

Tabla 18. Caracteristicas de los cultivos celulares de melanoma con mutacién en BRAF

sensibilidad al farmaco in vitro

Linea Expresién de Axl (FACS) BRAF NRAS sensibilidad | sensibilidad |sensibilidad a

celular | Ndmero de receptores a PLX47202 a trametinib? | IlgG1-AXL-107-
(ABC) veMMAEP

MO19R | 25988 V600E tn insensible insensible sensible

MOQ9R | Heterogéneo (~3 % de VE00E tn n.d. n.d. insensible
células positivas a AXL)

Abreviaturas utilizadas: FACS, clasificacién de células activadas por fluorescencia; ABC, capacidad de unidén del
anticuerpo; tn, tipo natural; n.d.; 2Las lineas celulares insensibles no muestran muerte celular significativa a una
concentracién de 3 pM de PLX4720 o de 0,1 yM de trametinib

bLas lineas celulares insensibles no muestran muerte celular significativa o muerte celular comparable a la de 1gG1-
b12-vcMMAE a una concentracién de 1 ug/ml de IgG1-AXL-107-veMMAE.

Ejemplo 19 - Actividad antitumoral de 1gG1-AXL-107-veMMAE solo y junto con BRAFI/MEKi en un modelo de
melanoma mutante BRAF resistente (M0O19R) in vivo

Modelo de xenoinjerto MO19R con mutacién en BRAF derivado de un paciente con melanoma maligno

La actividad antitumoral de 1gG1-AXL-107-veMMAE se evalu6 en el modelo de melanoma subcutdneo MO19R en
ratones NMRI atimicos. Los ratones recibieron una inyeccién subcutéanea en el lado izquierdo de 2,5x10° células de
melanoma M019R, que se habian resuspendido a 1:1 en matrigel en un volumen total de 100 pl. Los tumores se
midieron dos veces por semana con un calibrador, y cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 100 mm?3 el dia 62
después de la inoculacién de las células tumorales, los animales se asignaron al azar en los 3 grupos de tratamiento
siguientes (7 u 8 ratones por grupo): IlgG1-b12-veMMAE ('CAF de control’; 4 mg/kg, i.v.), IgG1-AXL-107-veMMAE (4
mg/kg, i.v.), y el inhibidor de BRAF dabrafenib (30 mg/kg, sonda oral) mas el inhibidor de MEK trametinib (0,1 mg/kg,
sonda oral).

El dia Oy el dia 7 después de la asignacién al azar, los CAF se inyectaron en la vena de la cola de los animales a un
volumen total de 100 pl. Desde el dia de la asignacién al azar, dabrafenib y trametinib se administraron por via oral
diariamente hasta la segunda asignacién al azar. Los animales se sacrificaron cuando el tamafio del tumor superé los
1000 mm?,

El dia 30 después de la primera asignacién al azar, los ratones tratados con la combinacién de dabrafenib y trametinib
se dividieron en tres grupos de tratamiento: dabrafenib y trametinib (n=3), 1gG1-AXL-107-veMMAE (n=5) o la
combinacién triple de dabrafenib, trametinib e IgG1-AXL-107-veMMAE (n=5). El dia O y el dia 7 después de la
asignacién al azar, los CAF se inyectaron en la vena de la cola de los animales a un volumen total de 100 ul. Los

100



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029 907 T3

grupos que recibieron dabrafenib y trametinib se trataron diariamente desde el dia de la asighacién al azar hasta el
final del estudio. Los animales se sacrificaron cuando el tamafio del tumor superé los 1000 mm3. La supervivencia se
analiz6 con el programa informatico Graphpad Prism utilizando un limite de tamafio tumoral de 900 mm?. Las
diferencias de supervivencia entre grupos se analizaron con la prueba de Mantel-Cox.

Resultados

Los datos in vitro mostraron que el cultivo celular MO19R derivado de PDX con mutacién en BRAF, expresa Axl en la
superficie celular (Ejemplo 17) y es resistente al inhibidor de BRAF PLX4720, en consonancia con la resistencia clinica
a vemurafinib del paciente del que derivd este modelo. Por otro lado, IgG1-AXL-107-veMMAE indujo eficazmente la
destruccién de células MO19R in vitro (Ejemplo 17).

Se trasplantaron células MO19R en ratones atimicos y se evalué la eficacia antitumoral de IgG1-AXL-107-veMMAE.
Los tratamientos de control con 1gG1-b12-veMMAE o dabrafenib y trametinib (en combinacién) no produjeron una
inhibicién significativa del crecimiento tumoral en este modelo (Figura 28). Sin embargo, 1IgG1-AXL-107-vceMMAE (4
mg/kg) indujo la regresién tumoral, y no se observé crecimiento tumoral hasta 25 dias después de la interrupcién del
tratamiento (dia 39 después de la asignacién al azar) (Figura 28). Usando una prueba de Mann-Whitney, realizada el
dia 33, se demostrd que las diferencias en el tamafio del tumor entre el tratamiento con IgG1-AXL-107-veMMAE vy
I9G1-b12-veMMAE (p=0,0005), y entre el tratamiento con IgG1-AXL-107-vcMMAE y dabrafenib/trametinib (p<0,0001)
eran muy significativas.

Los ratones que recibieron el tratamiento de inicio con dabrafenib y trametinib y continuaron en tratamiento con
dabrafenib y trametinib o se trataron solo con IgG1-AXL-107-veMMAE, mostraron una supervivencia significativamente
més corta en comparacién con el tratamiento de la triple combinacién de dabrafenib, trametinib e IgG1-AXL-107-
veMMAE (p=0,0042 y p=0,0403, respectivamente; Figura 28C). Por otro lado, los ratones tratados con IgG1-AXL-107-
veMMAE después del tratamiento inicial con dabrafenib y trametinib también mostraron una supervivencia
significativamente més larga en comparacién con los ratones que continuaron el tratamiento de dabrafenib y trametinib
(p=0,0462; Figura 28C).

Ejemplo 20 - Actividad antitumoral de IgG1-AXL-107-veMMAE junto con BRAF/MEKi en un modelo de melanoma con
mutacién en BRAF resistente (MOO9R) in vivo

Modelo de xenoinjerto MOO9R con mutacién en BRAF derivado de un paciente con melanoma maligno

La actividad antitumoral de 1gG1-AXL-107-veMMAE se evalu6 en el modelo de melanoma subcutdneo MOO9R en
ratones NMRI atimicos. El cultivo celular derivado de MO09R PDX se obtuvo como se describe en el Ejemplo 18 y
derivé de material tumoral de un paciente con melanoma con una mutacién V600OE en BRAF que inicialmente mostré
una respuesta a vemurafenib, pero adquirié resistencia a vemurafenib. Los ratones recibieron una inyeccién
subcutanea en el costado izquierdo de 2,5x10° células de melanoma MOQ9R, que se resuspendieron a 1:1 en matrigel
en un volumen total de 100 pl. Los tumores se midieron dos veces por semana con un calibrador, y cuando los tumores
alcanzaron un tamafio de 100 mm?3 el dia 62 después de la inoculacién de las células tumorales, los animales se
distribuyeron al azar en los 4 grupos de tratamiento siguientes (7 u 8 ratones por grupo): 1I9G1-b12-veMMAE (‘CAF de
control'; 4 mg/kg, i.v.), IgG1-AXL-107-veMMAE (4 mg/kg, i.v.), el inhibidor de BRAF dabrafenib (30 mg/kg, sonda oral)
méas el inhibidor de MEK trametinib (0,1 mg/kg, sonda oral) mas IgG1-b12-veMMAE (‘CAF de control'; 4 mg/kg, i.v.), ¥
el dabrafenib (30 mg/kg, sonda oral) mas trametinib (0,1 mg/kg, sonda oral) méas IgG1-AXL-107-veMMAE (4 mg/kg,
iv.).

El dia Oy el dia 7 después de la asignacién al azar, los CAF se inyectaron en la vena de la cola de los animales a un
volumen total de 100 pl. Desde el dia de la asignacién al azar, dabrafenib y trametinib se administraron por via oral
diariamente hasta el final del estudio. Los animales se sacrificaron cuando el tamafio del tumor superd los 1000 mm3,

Resultados

Las células MOO9R muestran una expresién heterogénea de Axl (Ejemplo 18), en consonancia con la resistencia
clinica del paciente del que derivé este modelo. Por otro lado, IgG1-AXL-107-veMMAE no indujo la destruccién de las
células MOOSR in vitro a una concentracién de 1 pg/ml.

Se trasplantaron células MOO9R por via subcutanea en ratones atimicos y se evalué la eficacia antitumoral de 19G1-
AXL-107-veMMAE solo o junto con dabrafenib y trametinib. El tratamiento con el CAF de control (IgG1-b12-veMMAE,
4 mg/kg) o IgG1-AXL-107-veMMAE (4 mg/kg) no produjo una inhibicién significativa del crecimiento tumoral en este
modelo (Figura 29A). El tratamiento con el CAF de control junto con dabrafenib mas trametinib (en combinacién) indujo
la inhibicién del crecimiento tumoral, mientras que IgG1-AXL-107-veMMAE junto con dabrafenib mas trametinib indujo
una regresién tumoral parcial (Figura 29A). Utilizando una prueba de Mann-Whitney realizada el dia 14, se demostré
que el tamafio promedio del tumor de los ratones tratados con la combinacién de IgG1-AXL-107-veMMAE con
dabrafenib més trametinib, era significativamente méas pequefio que el de los ratones tratados con el CAF de control
(p=0,003), 19G1-AXL-107-vceMMAE (p=0,0002), CAF de control junto con dabrafenib mas trametinib (p=0,0034; Figura
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29B).

Ejemplo 21 - IgG1-AXL-107-veMMAE induce citotoxicidad en lineas celulares tumorales resistentes a MEKi con
mutacién en NRAS

Cultivo celular

Las lineas celulares SKMEL2, FM6 y BLM, portadoras de una mutacién en el codén 61 de NRAS (Tabla 19), se
obtuvieron en Thermo Fischer o ATCC. Lineas celulares de melanoma se cultivaron en DMEM complementado con
suero bovino fetal al 10 %(Sigma), 100 U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina (todos de Gibco). Las lineas
celulares se mantuvieron a 37 °C en una incubadora humidificada con CO, al 5 % (vol/vol).

Generacién de una linea celular resistente a trametinib

La linea celular SKMEL2, sensible a inhibidor de MEK, se cultivé durante 2 a 3 meses en presencia de concentraciones
crecientes del inhibidor de MEK, trametinib (Selleck Chemicals; n.® de cat: S2673) a concentraciones de hasta 0,1 pM,
para establecer la correspondiente linea celular SKMEL2R resistente a trametinib.

Cuantificacién de la expresién de Axl en la membrana plasmatica de lineas celulares de melanoma

La expresibn de Axl en la membrana plasmatica de lineas celulares tumorales humanas se cuantificé con
inmunofluorescencia indirecta utilizando el anélisis QIFIKIT (DAKO, n.° de cat. KO078). Axl se detectd utilizando el
anticuerpo monoclonal de ratén ab89224 (Abcam, Cambridge, RU). Las células adherentes se separaron con tripsina
y se pasaron a través de un filtro celular para obtener suspensiones de células sueltas. Las células se sedimentaron
por centrifugacién durante 5 minutos a 1.200 rpm, se lavaron con PBS y se resuspendieron a una concentracién de
1x108 células/ml. Las siguientes etapas se realizaron en hielo. Se sembraron 100 ul de las suspensiones de células
sueltas (100.000 células por pocillo) en placas de fondo redondo de 96 pocillos de poliestireno (Greiner Bio-One, n.° de
cat. 650101). Las células se sedimentaron por centrifugaciéon durante 3 minutos a 300xg y se resuspendieron en 50 pl
de muestra de anticuerpo o de control de isotipo IgG1 de ratéon (nimero de cat. QF2040741, nimero de lote MAI-
10406, Pierce) a una concentracién de 10 pg/ml. Después de una incubacién de 30 minutos a 4 °C, las células se
sedimentaron y se resuspendieron en 150 pl de tampén FACS (PBS con BSA al 0,1 %). Se afiadieron perlas de
configuracién y calibracién a la placa de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células y las perlas en
paralelo se lavaron dos veces mas con 150 ul de tampén FACS y se resuspendieron en 50 ul de IgG de cabra contra
ratéon conjugada con FITC (1/50; DAKO, n.° de cat. KOO78). El anticuerpo secundario se incubd durante 30 minutos a
4 °C en la oscuridad. Las células y las perlas se lavaron dos veces con 150 pl de tampén FACS y se resuspendieron
en 100 pl de tampén FACS. La inmunofluorescencia se midié en un FACS Calibur (BD Biosciences) registrando
10.000 acontecimientos dentro de la selecciéon de las células viables. La intensidad de fluorescencia media de las
perlas de calibraciéon se usé para calcular la curva de calibracién usando el programa informatico GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Para cada linea celular, la capacidad de unién del anticuerpo (ABC),
una estimacién del nimero de moléculas de Axl expresadas en la membrana plasmatica, se calculé usando la
intensidad de fluorescencia media de las células tefiidas con anticuerpo contra Axl, basandose en la ecuacién de la
curva de calibracién (interpolaciéon de incdgnitas de la curva patrén, usando el programa informatico GraphPad).

Citotoxicidad in vitro

Las células se cultivaron hasta alcanzar casi la confluencia, después de lo cual las células se separaron con tripsina,
se resuspendieron en medio de cultivo y se pasaron a través de un filtro celular (BD Falcon, n.° de cat. 352340) para
obtener una suspensién de células sueltas. Las células se sembraron en placas de formato de 96 pocillos a 2000
células/pocillo y 4 horas después de la siembra se afiadié IgG1-AXL-107-veMMAE. Se prepararon diluciones en serie
(factor 10; concentraciones finales en el intervalo de 0,0001 a 10 pg/ml) de IgG1-AXL-107-veMMAE en medio de cultivo
y se afiadieron a las placas. Después de 5 dias de incubacién a 37 °C, con CO» al 5 %, se afiadié reactivo CellTiter-
Glo (Promega; n.° de cat. G7571) a los pocillos y el ensayo de viabilidad celular luminiscente (Promega, Madison, W)
se realizd de acuerdo con el protocolo del fabricante. La luminiscencia se mididé con el lector de microplacas Infinite
M200 (Tecan) y la viabilidad se calculé del siguiente modo: % de viabilidad = (luminiscencia de la muestra de interés
- luminiscencia de PAO)/(luminiscencia promedio del vehiculo de control tratado - luminiscencia de PAO),
representando PAO el tratamiento con 5 pM de éxido de fenilarsina para la destruccién celular del 100 %.

Resultados

La expresién de Ax|, determinada mediante transferencia Western o citometria de flujo, se observé en 2 de las 3 lineas
celulares con mutacion de NRAS (Tabla 19). De interés, una cuarta linea celular (SKMEL2R) derivé de la linea celular
SKMEL2 mediante la exposiciéon continua al inhibidor de MEK, trametinib, in vitro. La linea celular SKMEL2R, que
adquirié resistencia a trametinib, mostré una fuerte expresién de Axl, mientras que las células SKMEL2 progenitoras,
que eran sensibles a trametinib, no expresaban niveles detectables de Axl en la superficie celular (Tabla 19). La figura
30 muestra que 1gG1-AXL-107-veMMAE indujo la destruccidén especifica de lineas celulares de melanoma con alta
expresion de Axl, SKMEL2R, FM6 y BLM, mientras que las células SKMEL2, que no expresan Axl, fueron insensibles
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al tratamiento con |gG1-AXL-107-veMMAE.

Por tanto, se observé expresién de Axl en lineas celulares de melanoma maligno con mutacién en NRAS, incluida una
linea celular que adquiri6 resistencia al inhibidor de MEK, trametinib. Por otro lado, 1gG1-AXL-107-veMMAE indujo
citotoxicidad en lineas celulares de melanoma con mutaciéon en NRAS, lo que demuestra que los niveles de expresién
de Axl en estas células eran suficientes para permitir la induccién de citotoxicidad con IgG1-AXL-107-veMMAE in vitro.

Tabla 19. Caracteristicas de las lineas celulares de melanoma con mutacién en NRAS

Linea Expresion de | Expresion de | BRAF |NRAS |sensibilidad |sensibilidad |sensibilidad a
celular Axl Axl (FACS) a PLX47202 a trametinib? | IgG1-AXL-
(transferencia | Nimero de 107-vcMMAE®
Western) receptores
(ABC)
SKMEL2 - DLC tn Q61R insensible sensible insensible
SKMEL2R + 70222 tn Q61R insensible insensible sensible
FM6 + 22361 tn Q61K insensible n.e. sensible
BLM + 10792 tn Q61R insensible n.e. sensible

Abreviaturas utilizadas: FACS, clasificacién de células activadas por fluorescencia; ABC, capacidad de unidén del
anticuerpo; BLQ, Por debajo del limite de cuantificacion (<3300, valor de ABC mas bajo de las perlas de calibracion);
tn, tipo natural; n.e., no evaluado

@l as lineas celulares insensibles no muestran muerte celular significativa a una concentracién de 3 pM de PLX4720 o
de 0,1 M de trametinib

bLas lineas celulares insensibles no muestran muerte celular significativa o muerte celular comparable a la de 1gG1-
b12-vcMMAE a una concentracién de 1 ug/ml de IgG1-AXL-107-veMMAE.

Ejemplo 22 - Analisis IHQ de la expresion de Ax! en tejidos de melanoma maligno avanzado

Inmunohistoquimica

La expresiéon de Axl se evalud en secciones tisulares completas recién cortadas, incluidas en parafina y fijadas con
formol (FFPE), obtenidas de pacientes con melanoma maligno avanzado que contenian mutaciones en el gen NRAS
(n=10). La tincién se realizé6 manualmente en soportes para portaobjetos Sequenza (Ted Pella Inc., Redding, CA,
EE.UU; n.° de cat. 36105).

Antes de la tincidn, los portaobjetos con tejido FFPE se desparafinaron en xileno al 100 % (Sigma-Aldrich, n.° de
cat. 16446, tres veces, 5 min.) y se deshidrataron en etanol al 96 % (Sigma Aldrich, n.° cat. 32294 dos veces, 5 min.)
a TA Tras ello, se realizd la recuperacidén de antigenos. Los portaobjetos de IHQ se incubaron en tampén citrato (pH®;
DAKO; cat. n.° S2369) durante 5 min. y la peroxidasa endégena se bloqueé en tampdn de citrato/fosfato (acido citrico
0,43 M, NasHPO4.2H,O 0,35 M; pH5,8) a TA durante 15 minutos. Los portaobjetos se incubaron en suero humano
normal al 10 % (CLB/Sanquin, cat. n.° K1148) en PBS, antes de la incubacién con anticuerpos primarios. La expresién
de Axl se determiné incubando con 3 pg/ml de anticuerpo policlonal de conejo contra Axl humana H-124 en PBS
complementado con suero humano normal al 2% a TA durante 60 minutos. Los portaobjetos se lavaron en PBS
complementado con Tween-20 al 0,1 % (dos veces, 3 min.) y la unién de los anticuerpos de conejo especificos de Axl
se detectd con anticuerpo policlonal de IgG de conejo conjugado con HRP de Bright Vision no diluido. La HRP se
visualizé con el croméforo 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (color rojo; Sigma, cat. n.° A6926-100TAB); los ndcleos se
tiferon con hematoxilina de contraste (DAKO, cat. n.® S3309). Un anatomopatdlogo titulado analizé los portaobjetos
de manera enmascarada, y puntué el porcentaje de células tumorales positivas a Axl y la intensidad de la tincién (1+,
2+, 3+) de las células tumorales positivas a Ax en cada muestra. La puntuacién H de cada tejido se calculé de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

puntuacién H = (% de células 1+ x 1) + (% de células 2+ x 2) + (% de células 3+ x 3)
Resultados
La expresiéon de Axl se detecté en al menos un subconjunto de las células tumorales en 9 de 10 de los tejidos de

melanoma avanzado con mutacién en NRAS (Tabla 20; Figura 31). La intensidad de tincién y el porcentaje de células
tumorales positivas a Ax| diferian entre los pacientes.
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Tabla 20. Expresién de Axl en un panel de muestras de tejido de melanoma avanzado con mutacién en NRAS

Muestra % de Axl 1+ % de Axl 2+ % de AxIl 3+ Puntuacién H de Axl
B2 70 10 10 120
B3 50 10 0 70
B4 0 0 0 0
B6 60 10 10 110
B7 30 0 10 60
B8 80 20 0 120
B9 60 0 0 60
B12 10 10 0 30
B15 60 10 10 110
B16 50 0 0 50
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de anticuerpo y farmaco (CAF) que comprende un anticuerpo que se une a la AXL humana y un
agente citotéxico, para su uso en el tratamiento del melanoma en un sujeto junto con uno o mas inhibidores de la via
de la MAP cinasa (MAPK), seleccionado de un inhibidor de B-RAF (BRAF), un inhibidor de MEK y un inhibidor de ERK.

2. EI CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el uno o mas inhibidores de la via MAPK comprende
o consiste en un inhibidor de BRAF.

3. EI CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el inhibidor de BRAF se selecciona de vemurafenib,
dabrafenib, encorafenib, sorafenib, PLX4720, GDC-0879, RAF265, SB590885, AZ628, AB-024, TAK-580, BAL-3833,
BGB-283, opcionalmente, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF que permite la inhibicion de la
actividad cinasa del BRAF mutante a través del inhibidor de BRAF.

4. El CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF.

5. EI CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde la mutacién se encuentra en un resto de BRAF
seleccionado de V600, L597 y K601, tal como V600.

6. El CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde la mutacién en BRAF se selecciona de V600E,
V600K, V600D, L597R y KBO1E, tal como VB00E.

7. EI CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en donde el melanoma no presenta
una mutacién en NRAS seleccionada del resto Q61, G12 'y G13.

8. EI CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde el melanoma no presenta una mutacién activadora
en NRAS.

9. El CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el uno o més inhibidores de la via MAPK comprende
o consiste en un inhibidor de MEK.

10. El CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde el inhibidor de MEK se selecciona de trametinib,
cobimetinib, binimetinib, selumetinib, refametinib, pimasertib, U0126-EtOH, PD184352, BIX 02189.

11. EI CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en donde el melanoma presenta
una mutacién en NRAS, tal como en un resto de NRAS seleccionado de Q61, G12 y G13, tal como Q61.

12. El CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 11, tal como una mutaciéon en NRAS seleccionada de Q61R,
QB1K, Q61L, G12D, G128, G12C, G12V, G13D y G13R.

13. EI CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde uno o mas inhibidores de la via MAPK comprende
o consiste en un inhibidor de ERK.

14. El CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde el inhibidor de ERK se selecciona de LTT-462,
ulixertinib, SCH772984 y VTX11E.

15. EI CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, junto con un inhibidor de
BRAF y un inhibidor de MEK.

16. ElI CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 15, en donde

(a) el inhibidor de BRAF se selecciona de vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, sorafenib, GDC-0879, RAF265,
SB590885, AZ628, AB-024, TAK-580, BAL-3833, BGB-283; y/o

(b) el inhibidor de MEK se selecciona de trametinib, cobimetinib, binimetinib, selumetinib, refametinib, pimasertib,
U0126-EtOH, PD184352, BIX 02189.

17. EI CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 y 16, junto con

) vemurafenib y trametinib;

) vemurafenib y cobimetinib;
) vemurafenib y binimetinib;
) vemurafenib y selumetinib;
) dabrafenib y trametinib;
dabrafenib y cobimetinib;
dabrafenib y binimetinib;
dabrafenib y selumetinib;
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opcionalmente, en donde el melanoma presenta una mutacién en BRAF que permite la inhibicién de la actividad cinasa
del BRAF mutante a través del inhibidor de BRAF.

18. EI CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 17, junto con vemurafenib y trametinib.
19. EI CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacidén 17, junto con dabrafenib y trametinib.

20. EI CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en donde la mutacién en BRAF
se encuentra en un resto de BRAF seleccionado de V600, L597 y K601, tal como en V600.

21. EI CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 20, en donde la mutacién en BRAF se selecciona de V600E,
V600K, V600D, L597R y KBO1E, tal como VB00E.

22. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en donde el melanoma no
presenta una mutacién en NRAS en un resto seleccionado de Q61, G12 y G13.

23. El CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 22, en donde el melanoma no presenta una mutacioén
activadora en NRAS.

24. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el CAF y el uno o
méas inhibidores de la via MAPK se administran de manera simulténea, por separado o de manera secuencial.

25. El CAF para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el melanoma tiene
resistencia intrinseca o adquirida a uno o mas inhibidores de la via MAPK.

26. El CAF para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, en donde el melanoma no es resistente al
uno o mas inhibidores.

27. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el CAF se
administra cada 1 semana, cada 2 semanas, cada 3 semanas o tres veces durante 4 semanas.

28. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el CAF se
administra a una dosis de 0,02-30 mg/kg, tal como de aproximadamente 0,05-10 mg/kg.

29. EI CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el agente citotéxico
esté enlazado al CAF con un enlazador.

30. El CAF para el uso de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde el enlazador es mc-vc-PAB y el agente citotéxico
es MMAE.

31. EI CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la unién maxima
del anticuerpo a la AXL humana en presencia de Gas6 es de al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al
menos 97 %, tal como al menos 99 %, tal como de 100 %, de unién en ausencia de Gas6, determinado mediante un
ensayo de competencia, en donde la competencia entre dicho anticuerpo que se une a la AXL humana y dicho Gasé,
se determina en células A431 preincubadas con Gas6 y sin Gas6.

32. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo
comprende al menos una regién de unién que comprende una regién VH y una regién VL seleccionada del grupo que
consiste en:

(@) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 39,
GAS vy 40, respectivamente;

(b) una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 47 y 48,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 49,
AAS y 50, respectivamente;

(¢) una regidn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 114, 115 y 1186,

109



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029 907 T3

respectivamente, y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 117,
DAS y 118, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y &3,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 55,
GAS vy 56, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 51, 52 y 54,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 55,
GAS vy 56, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 57, 58 y 59,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 60,
GAS y 61, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 65,
GAS y 66, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 67, 68 y 69,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 70,
GAS y 71, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 72, 73 y 75,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 786,
ATS y 77, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 72, 74 y 75,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 786,
ATS y 77, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 78, 79 y 80,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 81,
AAS y 82, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 83, 84 y 85,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 86,
GAS y 87, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 88, 89 y 90,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 91,
GAS y 92, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 96,
GAS y 97, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 98, 99 y 100,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 101,
DAS y 102, respectivamente;

una regiébn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 103, 104 y 105,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108,
GAS y 107, respectivamente;

una regiébn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 110,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112,
AAS y 113, respectivamente;

una regiébn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 108, 109 y 111,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112,
AAS y 113, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 41, 42 y 43,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 44,
AAS y 45, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 93, 94 y 95,
respectivamente, y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 128,
XAS, en donde X es D 0 G, y 129, respectivamente;

una regiébn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 46, 119 y 120,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 49,
AAS y 50, respectivamente;

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 123, 124 y 125,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 60,
GAS y 61, respectivamente;

una regiébn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 121, 109 y 122,
respectivamente; y una regién VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 112,
AAS y 113, respectivamente; y

una regiébn VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de las SEQ ID NO: 93, 126 y 127,
respectivamente; y una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 96,
GAS y 97, respectivamente.
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33. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo
comprende al menos una regién de unién que comprende

(a)
(b)

una regién VH que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38,
respectivamente, y

una regiéon VL que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 39, GAS vy 40,
respectivamente.

34. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo
comprende al menos una regién de unién que comprende una regién VH y una regién VL seleccionada del grupo que
consiste en:

(a)

(b)

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO: 1 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 2;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
a la SEQ ID NO: 6 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 6;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO: 34 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 35;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO: 7 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 9;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO: 10 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 11;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO: 16 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 18;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO: 25 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 26;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO: 31 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 33;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
a la SEQ ID NO: 3 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 4;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:8 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al
menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 9;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:12 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 13;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:14 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 15;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:17 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 18;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:19 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 20;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:21 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 22;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:23 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 24;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:27 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 28;

una regién VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:29 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 30; y
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(s) unaregion VH al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO:32 y una regién VL al menos 90 %, tal como al menos 95 %, tal como al menos 97 %, tal como
al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 33.

35. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo
comprende al menos una regién de unién que comprende una regién VH y una regién VL seleccionada del grupo que
consiste en;

una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 1 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 2;
una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 5 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 6;
una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 34 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 35;
una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 7 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 9;
una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 10 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 11;
una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 16 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 18;
una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 25 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 26;
una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 31 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 33;
i) unaregién VH que comprende la SEQ ID NO: 3 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 4;

j)  unaregién VH que comprende la SEQ ID NO:8 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 9;
una regién VH que comprende la SEQ ID NO:12 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 13;
I) unaregién VH que comprende la SEQ ID NO:14 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 15;
m) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:17 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 18;
) unaregién VH que comprende la SEQ ID NO:19 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 20;
) unaregién VH que comprende la SEQ ID NO:21 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 22;
) unaregién VH que comprende la SEQ ID NO:23 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 24;
) unaregién VH que comprende la SEQ ID NO:27 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 28;
r) unaregién VH que comprende la SEQ ID NO:29 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 30; y
s) una regién VH que comprende la SEQ ID NO:32 y una regién VL que comprende la SEQ ID NO: 33.
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36. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo
comprende al menos una regién de unién que comprende una regién VH que comprende la SEQ ID NO: 1y una regién
VL que comprende la SEQ ID NO: 2.

37. EI CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde

el anticuerpo comprende al menos una regién de unién que comprende una regién VH que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 36, 37 y 38, respectivamente; y una region VL que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NO: 39, GAS y 40, respectivamente,

el enlazador es mc-vc-PAB y el agente citotéxico es MMAE.

38. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo se
une a un epitopo en AXL en donde el epitopo es reconocido por cualquiera de los anticuerpos definidos en la
reivindicacién 35.

39. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo se
une a un epitopo dentro del dominio Ig1 de la AXL humana, comprendiendo o requiriendo el epitopo uno o mas
aminodcidos correspondientes a las posiciones L121 a Q129 0 T112 a Q124 de la AXL humana.

40. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35, en donde el anticuerpo se une
a un epitopo dentro del dominio 192 de la AXL humana, comprendiendo o requiriendo el epitopo los aminoacidos
correspondientes a la posicién D170 o la combinacién de D179 y uno o mas aminoacidos correspondientes a las
posiciones T182 a R190 de la AXL humana.

41. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35, en donde el anticuerpo se une
a un epitopo dentro del dominio FN1 de la AXL humana, comprendiendo o requiriendo el epitopo los aminoacidos
correspondientes a las posiciones Q272 a A287 o G297 a P301 de la AXL humana.

42. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35, en donde el anticuerpo se une
a un epitopo dentro del dominio FN2 de la AXL humana, comprendiendo o requiriendo el epitopo los aminoacidos
correspondientes a las posiciones A359, R386, y uno o més aminoéacidos correspondientes a las posiciones Q436 a
K439 de la AXL humana.

43. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo
comprende una cadena pesada de un isotipo seleccionado del grupo que consiste en IgG1, 19G2, 1gG3 e IgG4.

44. E| CAF para el uso de la reivindicacion 43, en donde el isotipo es IgG1, opcionalmente el alotipo IgG1m(f).

45. El CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo es
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un anticuerpo monoclonal de longitud completa, tal como un anticuerpo monoclonal I9gG1,k de longitud completa.

46. EI CAF para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el CAF esta
comprendido en una composicién farmacéutica que comprende un transportador farmacéutico aceptable.

113



Figura 1
A

IFM

0,001%

100000+
80000
60000~

IFM

40000
20000+

0~

0,01

ES 3029 907 T3

Y

Ab {ngml)

10

0,001

100000~
806000+

< 60000~

i

= 400004

20000+

-

0,01

0,1
Ab (ug/mi)

0,001

0,01

0,1

10

Concentracion de anticuerpo {pg/mi)

yotokntndneo boodatnhnéo

totodatnrdnéo

IgG1-AXL-107
IgG1-AXL-154
lgG1-AXL-154-M103L
IgG1-AXL-171
IgG1-AXL-613
IgG1-AXL-726
19G1-AXL-726-M101L
IgG1-AXL-733
IgG1-AXL-148
IgG1-AXL-183-N52Q
Ig31-b12

19G1-AXL-107
JG1-AXL-154
19G1-AXL-154-M103L.
JG1-AXL-171
IgG1-AXL-B13
JgG1-AXL-726
1gG1-AXL-T26-M101L
1gG1-AXL-733
JgG1-AXL-148
19G1-AXL-183
JgG1-AXL-183-N520Q
1gG1-b12

IgGT-AXL-107
[gG1-AXL-154
IgG1-AXL-154-M10AL
IgG1-AXL-171
lgG1-AXL-613
IgGT-AXL-T26
[gG1-AXL-726-M101L
lgG1-AXL-733
[gG1-AXL-148
IgG1-AXL-183
lgG1-AXL-183-N520)
lgG1-bt2



Figura 2

A

SN0

JSETOE

IFM (PE)

B

GLE00

W (PE)

e

SR

ARG

WM (PEY

00

heAx! y simulacién

N
hsAxd-mmigi

hsAxt-mmFN1

q;:b ’<1$>

ES 3029 907 T3

B hsAxl-mmECD
W heAd
B8 shmulacion o
AUaNG
gmﬂfa-
=
&
2000

] N 4 A LY :

LG ,\_é’ RN R S W S d\iac"m
& oY <
& o '
A w @

hsAxi-mmig2
B
& sau00
=
S
w000
% N3 3 &
e e N
> ,\:5‘ f{‘\{ﬁb AS:‘\ O P
~$§b _tdgb
F
hsAxl-mmENZ

BROONy
0000
46209

g

= e

=

W
B
W04

115

a n NPy
oL 'ﬁ’} ﬂ@é" ORI P SRR, SO R \}Q\" «“@"f
'\QE, *N‘@’b \S‘g: -f‘{;"



Figura 3

% de lisis

30+

20+

10~

ES 3029 907 T3

tadp RO

0,01

0,1 1 10

Concentracion de anticuerpo {(ug/mi)

Figura 4

IFM (PE)

150000+

100000+

50000+

D~

IgG1-AXL-148
lgG1-AXL-726-M101L
IgG1-AXL-171
lgG1-AXL-613
[gG1-AXL-107
IgG1-AXL-154-M103L
IgG1-AXL-183-N52Q
IgG1-AXL-733
(gG1-b12

igG1-AXL-148
IgG1-AXL-148-A~vcDuod
igG1-AXL-183
igG1-AXL~183-A-vcDuo3
IgG1-AXL-726
IgG1-AXL-726-A~vcDuo3

LSl Rl e

0,001 0,01 01 1 10 100

Concentracion de anticuerpo (pg/mi)

116



ES 3029 907 T3

Figura 5
A
150-
7]
g & 1gG1-AXL-148-vcDuo3
£ 1004 O 1gG1-AXL-183-vcDu03
@ 1+ 1gG1-AXL-728-vcDuo3
3
8 50-
@
©
0- ....................................................................................................
0,0001 0,001 0,01 01 1 10
CAF [pg/mi]
B
150+

O 1gG1-AXL-726-vcDuo3
O IgG1-AXL-183-vcDuo3
I+ IgG1-AXL-148-vcDuo3

100- @

% de células viables

0.. .....................................................................................................

0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10
Conc. de Ab pg/mi

117



ES 3029 907 T3

Z% L1y LB
4 W...mmum g =l RIS mu‘m -3

Wb R oA

[ oy e
SE AN 0 : AL A

o T IRV ey S i 2 o1

€45 1 0B O
MG - O
B8 RO VOB O

BLELA LKQ S LA

,.\.;M, e

AT LE L

G2 Sl Ok
1241 L S8 Ol

Xy gel o]
LS e

g eunbBi4

118



Figura 7

% de células viables

140-
120
1001
80-
60-
40-

ES 3029 907 T3

IS .

0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

Figura 8

Tamafio del tumor (mm?3)

1250+

10004

750+

500+

250

CAF [pg/mi]

Dias después de la inoculacion del tumor

119

tedstnennéo

totatnanéo

-4

IgG1-AXL-107-veMMAE
IgG1-AXL-148-veMMAE
IgG1-AXL-154-M103L-voMMAE
lgG1-AXL-171-veMMAE
IgG1-AXL-183-N520Q-veMMAE
IgG1-AXL-511-vcMMAE
IgG1-AXL-813-veMMAE
IgG1-AXL-726-M101L-vcMMAE
IgG1-AXL-733-veMMAE
IgG1-b12-veMMAE

IgG1-AXL-107-vcMMAE
{gG1-AXL-148-vcMMAE
lgG1-AXL-154-M103L-veMMAE
IgG1-AXL-171-veMMAE
1gG1-AXL-183-NE2Q-veMMAE
igG1-AXL-511-veMMAE
igG1-AXL-813-veMMAE

G 1-AXEL-726-M101L-veMMAE
IgG1-AXL-733-vcMMAE
igG1-b12

{ratamiento (1 mg/kg)



ES 3029 907 T3

Figura 9

120



Figura 10
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Figura 13
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Figura 18 {continuacion)
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Figura 19
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