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ES 2 861499 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos anti-B7-H3 y conjugados anticuerpo-farmaco
Antecedentes de la invencion

La proteina de homologia 3 de B7 (B7-H3) (también conocida como CD276 y B7RP-2, y denominada en la presente
descripcién como "B7-H3") es una glicoproteina transmembrana de tipo | de la superfamilia de las inmunoglobulinas.
La B7-H3 humana contiene un péptido sefial putativo, dominios de Ig tipo V y tipo C, una regién transmembrana y un
dominio citoplasmico. La duplicacién de exones en humanos da como resultado la expresiéon de dos isoformas de
B7-H3 que tienen un solo dominio tipo IgV-IgC (isoforma 2IgB7-H3) o un dominio tipo IgV-lgC-lgV-IgC (isoforma
41gB7-H3) que contiene residuos conservados de cisteina. La isoforma B7-H3 predominante en tejidos y lineas
celulares humanas es la isoforma 4lgB7-H3 (Steinberger y otros, J. Immunol. 172(4): 2352-9 (2004)).

Se ha informado que B7-H3 tiene funciones de sefializacion tanto coestimuladoras como coinhibidoras (véase, por
ejemplo, Chapoval y otros, Nat. Immunol. 2: 269-74 (2001); Suh y otros, Nat. Immunol. 4: 899-906 (2003); Prasad y
otros, J. Immunol. 173: 2500-6 (2004); y Wang y otros, Eur. J. Immunol. 35: 428-38 (2005)). Por ejemplo, los
estudios in vitro han demostrado la funcion coestimuladora de B7-H3 ya que B7-H3 fue capaz de aumentar la
proliferacion de linfocitos T citotoxicos (CTL) y regular positivamente la produccion de interferén gamma (IFN-y) en
presencia de anticuerpos anti-CD3 para imitar la sefial del receptor de células T (Chapoval y otros, 2001). Ademas,
los estudios in vivo que usaron aloinjertos cardiacos en ratones B7-H3 -/- mostraron una disminucién en la
produccién de transcritos claves de ARNm de citocinas, quimiocinas y receptores de quimiocinas (por ejemplo, IL-2,
IFN-y, proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) y proteina inducible IFN (IP)-10) en comparacion con el
control de tipo salvaje (Wang y otros, 2005). Por el contrario, se ha observado la funcion coinhibidora de B7-H3, por
ejemplo, en ratones donde la proteina B7-H3 inhibia la activacion de las células T y la produccion de citocinas
efectoras (Suh y otros, 2003). Aunque no se han identificado ligandos para la B7-H3 humana, se ha descubierto que
la B7-H3 murina se une al receptor desencadenante expresado en las células mieloides (TREM-) como el transcrito
2 (TLT-2), un modulador de las respuestas celulares de inmunidad adaptativa e innata. La union de la B7-H3 murina
a TLT-2 en células T CD8 * mejora las funciones efectoras de las células T tales como proliferacion, citotoxicidad y
producciodn de citocinas (Hashiguchi y otros, Proc. Nat'l. Acad. Sci. Estados Unidos 105(30): 10495-500 (2008)).

B7-H3 no se expresa constitutivamente en muchas células inmunes (por ejemplo, células asesinas naturales (NK),
células T y células presentadoras de antigenos (APC)), sin embargo, su expresion puede inducirse. Ademas, la
expresion de B7-H3 no se limita a las células inmunitarias. Los transcritos de B7-H3 se expresan en una variedad de
tejidos humanos que incluyen colon, corazon, higado, placenta, prostata, intestino delgado, testiculos y Utero, asi
como también osteoblastos, fibroblastos, células epiteliales y otras células de linaje no linfoide, lo que podria indicar
funciones inmunolégicas y no inmunoldgicas (Nygren y otros, Front Biosci. 3:989-93 (2011)). Sin embargo, la
expresion de proteinas en tejido normal se mantiene tipicamente a un nivel bajo y, por lo tanto, puede estar sujeta a
regulacion postranscripcional.

B7-H3 también se expresa en una variedad de canceres humanos, que incluyen cancer de préstata, carcinoma de
células renales de células claras, glioma, melanoma, cancer de pulmoén, cancer de pulmén de células no pequefias
(NSCLC), céancer de pulmdn de células pequefas, cancer de pancreas, cancer gastrico, leucemia mieloide aguda
(AML), linfoma no Hodgkin (NHL), cancer de ovario, cancer colorrectal, cAncer de colon, cancer renal, carcinoma
hepatocelular, cancer de rifion, cancer de cabeza y cuello, carcinoma de células escamosas hipofaringeas,
glioblastoma, neuroblastoma, cancer de mama, cancer de endometrio y carcinoma de células uroteliales. Aunque el
papel de B7-H3 en las células cancerosas no esta claro, su expresion puede orquestar eventos de sefializacion que
pueden proteger a las células cancerosas de las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas. Por ejemplo, B7-H3
se sobreexpresa en la neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado y adenocarcinomas de prostata, y los niveles
altos de expresion de B7-H3 en estas células cancerosas estan asociados con un mayor riesgo de progresion del
cancer después de la cirugia (Roth y otros, Res. 67(16): 7893-900 (2007)). Ademas, la expresion de B7-H3 en el
tumor en el NSCLC se correlaciond inversamente con el nimero de linfocitos que infiltran el tumor y se correlacioné
significativamente con la metéstasis en los ganglios linfaticos (Sun y otros, Lung Cancer 53(2): 143-51 (2006)). El
nivel de B7-H3 soluble circulante en pacientes con NSCLC también se ha asociado con un estadio tumoral més alto,
tamafo del tumor, metastasis en los ganglios linfaticos y metastasis a distancia (Yamato y otros, Br. J. Cancer
101(10): 1709-16 (2009)).

B7-H3 también puede desempefiar un papel importante en las respuestas antitumorales mediadas por células T de
una manera dependiente del contexto. Por ejemplo, la expresion en células tumorales de cancer gastrico de B7-H3
se correlacioné positivamente con el tiempo de supervivencia, la profundidad de infiltracion y el tipo de tejido (Wu 'y
otros, World J. Gastroenterol. 12(3): 457-9 (2006)). Ademas, la alta expresion de B7-H3 en células tumorales
pancreaticas se asocié con la supervivencia del paciente después de la reseccién quirlrgica y se correlacioné
significativamente con el nUmero de células T CD8 * infiltrantes del tumor (Loos y otros, BMC Cancer 9:463 (2009).

Los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) representan una clase relativamente nueva de agentes terapéuticos que
comprenden un anticuerpo conjugado con un farmaco citotéxico a través de un enlazador quimico. El concepto
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terapéutico de los ADC es combinar las capacidades de unién de un anticuerpo con un farmaco, donde el anticuerpo
se usa para administrar el farmaco a una célula tumoral mediante la unién a un antigeno de superficie diana,
incluidos los antigenos de superficie diana que se sobreexpresan en las células tumorales.

Sigue existiendo una necesidad en la técnica de anticuerpos anti-B7-H3 y ADC anti-B7-H3 que puedan usarse con
fines terapéuticos en el tratamiento del cancer.

El documento US 2012/0294796 se refiere a los anticuerpos anti-B7-H3 y las composiciones farmacéuticas que los
comprenden. El documento US 2012/0294796 sefiala que los anticuerpos anti-B7-H3 descritos en él pueden
conjugarse o asociarse con una molécula radiactiva, toxina (calicheamicina), molécula quimioterapéutica, liposomas
u otras vesiculas que contienen composiciones quimioterapéuticas. Sin embargo, el documento US 2012/0294796
no describe la conjugacién de los anticuerpos anti-B7-H3 con inhibidores de Bcl-xL.

Deryk Loo y otros "resumen 1201: conjugados de anticuerpo-farmaco anti-B7-H3 como agentes terapéuticos
potenciales para el cancer sélido" describen el ADC anti-B7-H3 auristatina E. Sin embargo, no describen la
conjugacion de anticuerpos anti-B7-H3 con inhibidores de Bcl-xL.

Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) que se unen especificamente a la B7-
H3 humana. La presente invencidon proporciona ADC novedosos que pueden suministrar inhibidores de Bcl-xL
selectivamente a células cancerosas diana, por ejemplo, células que expresan B7-H3.

La presente invencién proporciona un Conjugado Anticuerpo-Farmaco anti-hB7-H3 (ADC) que comprende la
siguiente estructura:
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en donde m es 2 y Ab es un anticuerpo anti-hB7-H3, en donde el anticuerpo Ab comprende

un dominio CDR3 de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO:
35, un dominio CDR2 de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID
NO: 34 y un dominio CDR1 de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en
SEQ ID NO: 33;y

un dominio CDR3 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO:
39, un dominio CDR2 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID
NO: 38 y un dominio CDR1 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ
ID NO: 37.

En una modalidad, el Ab es un anticuerpo anti-hB7-H3, en donde el anticuerpo anti-hB7H3 comprende una region
variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 147, y una
regién variable de la cadena ligera que comprende el amino secuencia de acido establecida en SEQ ID NO: 144. En
una modalidad, el Ab es un anticuerpo anti-hB7-H3, en donde el anticuerpo anti-hB7-H3 comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 168, y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 169.

En una modalidad, el ADC es huAb13v1-AAA, en donde AAA es un sintdn descrito en la Tabla B, y en donde el
sintdn conjugado esta en forma abierta.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una composicidon farmacéutica que comprende una cantidad
efectiva del ADC descrito en la presente descripcidon y un portador farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para tratar el cancer, que comprende administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de un ADC descrito en la presente descripcidon a un sujeto que lo necesite.
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En una modalidad, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmén de células pequefias,
cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de mama, cancer de ovario, glioblastoma, cancer de préstata,
cancer de pancreas, cancer de colon, cancer gastrico, melanoma, carcinoma hepatocelular, cancer de cabeza y
cuello, cancer de rifién, leucemia, por ejemplo, leucemia mieloide aguda (AML) y linfoma, por ejemplo, linfoma no
Hodgkin (NHL).

En una modalidad, el cancer es un carcinoma de células escamosas. En una modalidad, el carcinoma de células
escamosas es cancer de pulmén escamoso o cancer de cabeza y cuello escamoso.

En una modalidad, el cancer es cancer de mama triple negativo.
En una modalidad, el cancer es cancer de pulmén de células no pequefias.

En una modalidad, el cancer se caracteriza por tener una mutacion EGFR activadora. En una modalidad, la
mutacioén activadora del EGFR se selecciona del grupo que consiste en una mutacion por delecién del exén 19, una
mutacion de sustitucion de un solo punto L858R en el ex6n 21, una mutacién de un punto T790M y sus
combinaciones.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para inhibir o disminuir el crecimiento de un tumor
sélido en un sujeto que tiene un tumor sélido, dicho método que comprende administrar una cantidad efectiva de un
ADC descrito en la presente descripcion al sujeto que tiene el tumor sélido, de manera que el crecimiento del tumor
sdlido se inhibe o disminuye.

En una modalidad, el tumor sélido es un carcinoma de pulmén de células no pequefias.
En una modalidad, el ADC se administra en combinacion con un agente adicional o una terapia adicional.

En una modalidad, el agente adicional se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo anti-PD 1 (por ejemplo,
pembrolizumab), un anticuerpo anti-PD-LI (por ejemplo, atezolizumab), un anticuerpo anti-CTLA-4 (por ejemplo,
ipilimumab), un inhibidor de MEK (por ejemplo, trametinib), un inhibidor de ERK, un inhibidor de BRAF (por ejemplo,
dabrafenib), osimertinib, erlotinib, gefitinib, sorafenib, un inhibidor de CDK9 (por ejemplo, dinaciclib), un inhibidor de
MCL-1, temozolomida, un inhibidor de Bcl-2 (por ejemplo, venetoclax), un inhibidor de Bcl-xL, ibrutinib, un inhibidor
de mTOR (por ejemplo, everolimus), un inhibidor de PI3K (por ejemplo buparlisib), duvelisib, idelalisib, un inhibidor
de AKT, un inhibidor de HER2 (por ejemplo, lapatinib), un taxano (por ejemplo, docetaxel, paclitaxel, nab-paclitaxel),
un ADC que comprende una auristatina, un ADC que comprende un PBD (por ejemplo, rovalpituzumab tesirina), un
ADC que comprende un maitansinoide (por ejemplo, TDM1), un agonista TRAIL, un inhibidor del proteasoma (por
ejemplo, bortezomib) y un inhibidor de la nicotinamida fosforribosiltransfera (NAMPT).

En una modalidad, el ADC anti-B7-H3 de la invencién se administra en combinacion con venetoclax a un sujeto
humano para el tratamiento del cancer de pulmon de células pequefias (SCLC).

En una modalidad, la terapia adicional es radiacion.
En una modalidad, el agente adicional es un agente quimioterapéutico.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un proceso para la preparacion de un ADC segun se reivindica, el
proceso comprende:

tratar un anticuerpo en una solucién acuosa con una cantidad efectiva de un agente reductor de disulfuro a 30-40
°C durante al menos 15 minutos, y luego enfriar la solucién del anticuerpo a 20-27 °C;

afadir a la solucién de anticuerpo reducido una solucion de agua/dimetilsulféxido que comprende sintén 2.166
(Tabla B); ajustar el pH de la solucién a un pH de 7,5 a 8,5;

dejar que la reaccion se desarrolle durante 48 a 80 horas para formar el ADC;

en donde la masa se desplaza en 18 + 2 amu por cada hidrdlisis de una succinimida a succinamida medida por
espectrometria de masas por pulverizacion de electrones; y

en donde el ADC se purifica opcionalmente mediante cromatografia de interaccién hidréfoba.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un ADC preparado mediante el proceso descrito anteriormente.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion grafica de la agrupacion de epitopos de anticuerpos del hibridoma anti-B7-H3
murino segun se determina mediante ensayos de unién por pares.

La Figura 2 representa una reduccion de anticuerpos, una modificacion con un derivado de maleimida para dar un
intermedio de tiosuccinimida y la posterior hidrélisis del resto de tiosuccinimida.
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La Figura 5 representa la caracterizacion por MS de la cadena ligera y la cadena pesada de huAb13v1 1) antes de la
conjugacion, 2) después de la conjugacién con un derivado de maleimida para dar un intermediario de tiosuccinimida
y 3) después de la hidrdlisis del anillo de tiosuccinimida mediada por pH 8.

Descripcion detallada de la invencion

Los aspectos de la invencién se refieren al ADC anti-B7-H3 y a las composiciones farmacéuticas del mismo. Los
métodos de uso de los ADC descritos en la presente descripcion para detectar la B7-H3 humana, para inhibir la
actividad de la B7-H3 humana (in vitro o in vivo) y para tratar canceres también estan incluidos en la invencién. En
determinadas modalidades, la invencion proporciona las composiciones de ADC anti-B7-H3 que comprenden los
ADC, los métodos para preparar los ADC y varios métodos para usar los ADC.

Los expertos en la técnica también apreciaran que los diversos ADC y/o sintones de ADC descritos en la presente
descripcion pueden estar en forma de sales y, en determinadas modalidades, en particular, sales farmacéuticamente
aceptables. Los compuestos de la presente descripcion que poseen un grupo funcional suficientemente &cido,
suficientemente basico o ambos, pueden reaccionar con cualquiera de varias bases inorganicas y acidos inorganicos
y orgéanicos, para formar una sal. Alternativamente, los compuestos que estan cargados de forma inherente, tales
como los que tienen un nitrégeno cuaternario, pueden formar una sal con un contraion apropiado, por ejemplo, un
haluro tal como un bromuro, cloruro o fluoruro.

Los &cidos comunmente empleados para formar sales de adicion de &cido son los &cidos inorgénicos tales como
acido clorhidrico, acido bromhidrico, &cido yodhidrico, acido sulfurico, &cido fosférico y similares, y acidos organicos
tales como acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico, acido oxalico, acido p-bromofenilsulfonico, &cido
carbonico, acido succinico, &cido citrico, etc. Las sales de adicion de bases incluyen las derivadas de bases
inorganicas, tales como hidréxidos, carbonatos, bicarbonatos de amonio y de metales alcalinos o alcalinotérreos, y
similares.

En la descripcion mas abajo, si se incluyen tanto los diagramas estructurales como la nomenclatura y si la
nomenclatura entra en conflicto con el diagrama estructural, el diagrama estructural se controla.

Mas abajo se proporciona una Descripcion Detallada de la Invencion:

I. Definiciones
Il. Anticuerpos Anti-B7-H3

II.LA. Anticuerpos Anti-B7-H3 Quiméricos
I1.B. Anticuerpos Anti-B7-H3 Humanizados

Ill. Conjugados Anticuerpo-Farmaco anti-B7-H3 (ADC)
IIILA. ADC Inhibidores Anti-B7-H3/Bcl-xL

111.A.1. Inhibidores de Bcl-xL

111.A.2 Enlazadores de Bcl-xL

Enlazadores Escindibles

Enlazadores no Escindibles

Grupos Usados para Unir Enlazadores a Anticuerpos Anti-B7-H3
Consideraciones sobre la Seleccion del Enlazador

11ILA.3. Sintones Bcl-xL ADC

111.A.4 Métodos de Sintesis de ADC Bcl-xL

IIILA.5. Métodos Generales para Sintetizar Inhibidores de Bcl-xL
111.A.6. Métodos Generales para Sintetizar Sintones

III.LA.7. Métodos Generales para Sintetizar ADC anti-B7-H3

I11.B. ADC anti-B7-H3: Otros Farmacos llustrativos para la Conjugacion
I11.C. ADC anti-B7-H3: Otros Enlazadores llustrativos

IV. Purificacion de ADC anti-B7-H3
V. Usos de Anticuerpos Anti-B7-H3 y ADC anti-B7-H3
VI. Composiciones Farmacéuticas

Definiciones

Para que la invencion se entienda mas facilmente, primero se definen ciertos términos. Ademas, debe tenerse en
cuenta que siempre que se recita un valor o intervalo de valores de un parametro, se pretende que los valores e
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intervalos intermedios a los valores enumerados también formen parte de esta invencion.

El término "anticuerpo anti-B7-H3" se refiere a un anticuerpo que se une especificamente a B7-H3. Un anticuerpo
"que se une" a un antigeno de interés, es decir, B7-H3, es uno capaz de unirse a ese antigeno con suficiente
afinidad de manera que el anticuerpo sea Util para dirigirse a una célula que expresa el antigeno. En una modalidad
preferida, el anticuerpo se une especificamente a la B7-H3 humana (hB7-H3). Ejemplos de anticuerpos anti-B7-H3
se describen en los ejemplos mas abajo. A menos que se indique de cualquier otra manera, el término "anticuerpo
anti-B7-H3" se refiere a un anticuerpo que se une a B7-H3 de tipo salvaje (por ejemplo, una isoforma 4IgB7-H3 de
B7-H3) o cualquier variante de B7-H3. La secuencia de aminoacidos de la B7-H3 humana de tipo salvaje se
proporciona mas abajo como SEQ ID NO: 149, donde el péptido sefial (residuos de aminoacidos 1-28) esta
subrayado.

MLRRRGSPGMGVHVGRALGALWFCLTGALEVQVPEDPVVALVGTDATLCCSFSPEPGFSLAQLNLIWQ
LTDTKQLVHSFAEGQDQGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTCFVSIRDFGSAAVSL
QVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYQGYPEAEVFWQDGQGVPLTGNVTTSQMANEQGLFDV
HSILRVVLGANGTYSCLVRNPVLOQDAHSSVTITPQRSPTGAVEVQVPEDPVVALVGTDATLRCSFSP
EPGFSLAQLNLIWQLTDTKQLVHSFTEGRDQGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSFTC
FVSIRDFGSARVSLQVAAPY SKPSMTLEPNKDLRPGDTVT ITCSSYRGY PEAEVFWQDGQGVPLTGNV
TTSQMANEQGLFDVHSVLRVVLGANGTY SCLVRNPVLQQDAHGSVTITGQPMTFPPEALWVTVGLSVC
LIALLVALAFVCWRKIKQSCEEENAGAEDQDGEGEGSKTALQPLKHSDSKEDDGQEIA (SEQ ID

NO:149

Por tanto, el ADC se une a la B7-H3 humana como se definié en SEQ ID NO: 149. El dominio extracelular (ECD) de
la B7-H3 humana se proporciona en SEQ ID NO: 152 (inclusive de una marcada con His). Como tal, en una
modalidad de la invencion, el anticuerpo de ADC se une al ECD de la B7-H3 humana como se describi6 en el ECD
de SEQ ID NO: 152.

Los términos "unidon especifica" o "que se une especificamente”, como se usa en la presente descripcion, en
referencia a la interacciébn de un anticuerpo o un ADC con una segunda especie quimica, significan que la
interaccion depende de la presencia de una estructura particular (por ejemplo, un determinante antigénico o epitopo)
sobre la especie quimica; por ejemplo, un anticuerpo reconoce y se une a una estructura de proteina especifica en
lugar de a proteinas en general. Si un anticuerpo o ADC es especifico para el epitopo "A", la presencia de una
molécula que contiene el epitopo A (o A libre, sin marcar), en una reaccion que contiene "A" marcado y el
anticuerpo, reducird la cantidad de A marcado unido a el anticuerpo o ADC. A modo de ejemplo, un anticuerpo "se
une especificamente" a una diana si el anticuerpo, cuando estd marcado, puede competir fuera de su diana por el
correspondiente anticuerpo no marcado. En una modalidad, un anticuerpo se une especificamente a una diana, por
ejemplo, B7-H3, si el anticuerpo tiene una Kp para la diana de al menos aproximadamente 104 M, 105 M, 10% M, 10
7M, 108 M, 10° M, 101° M, 1011 M, 1022 M 0 menos (menos significa un nimero menor que 1012, por ejemplo, 10
13), En una modalidad, el término "union especifica a B7-H3" o "se une especificamente a B7-H3", como se usa en la
presente descripcion, se refiere a un anticuerpo o un ADC que se une a B7-H3 y tiene una constante de disociacion
(Kp) de 1,0 x 107 M o0 menos, determinado por resonancia superficial de plasmones. Sin embargo, se entendera que
el anticuerpo o el ADC puede ser capaz de unirse especificamente a dos o mas antigenos que estan relacionados
en secuencia. Por ejemplo, en una modalidad, un anticuerpo puede unirse especificamente a ortélogos de B7-H3
tanto humanos como no humanos (por ejemplo, ratén o primate no humano).

El término "anticuerpo” se refiere a una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno y
comprende una o unas cadenas pesada (H) y ligera (L). Cada cadena pesada esta compuesta por una region
variable de la cadena pesada (abreviada aqui como HCVR o VH) y una region constante de la cadena pesada. La
region constante de la cadena pesada estd compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta
compuesta por una regioén variable de la cadena ligera (abreviada aqui como LCVR o VL) y una regién constante de
la cadena ligera. La region constante de la cadena ligera estad compuesta por un dominio, CL. Las regiones VH y VL
pueden subdividirse ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estdn mas conservadas, denominadas regiones marco
(FR). Cada VH y VL estd compuesta por tres CDR y cuatro FR, ordenados desde el extremo amino al extremo
carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Un anticuerpo puede ser de cualquier tipo
(por ejemplo, 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY) y clase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG 3, 19G4, IgAl e IgA2) o subclase.

Si bien el término "anticuerpo” no pretende incluir porciones de unién a antigeno de un anticuerpo (definido mas
abajo), se pretende, en determinadas modalidades, incluir un pequefio nimero de deleciones de aminoacidos del
extremo carboxi de la o las cadenas pesadas. En una modalidad, un anticuerpo comprende una cadena pesada que
tiene deleciones de 1-5 aminoéacidos en el extremo carboxi de la cadena pesada. En una modalidad, un anticuerpo
es un anticuerpo monoclonal que es una IgG, que tiene cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y
dos ligeras (cadenas L) que pueden unirse a hB7-H3. En una modalidad, un anticuerpo es un anticuerpo IgG
monoclonal que comprende una cadena ligera lambda o kappa.

El término "porcion de unién a antigeno” o "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo (o simplemente
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"porcion de anticuerpo” o "fragmento de anticuerpo"), como se usa en la presente descripcion, se refiere a uno o
mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente a un antigeno (por ejemplo,
hB7-H3). Se ha demostrado que la funcién de unién al antigeno de un anticuerpo puede realizarse mediante
fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Tales modalidades de anticuerpos también pueden ser formatos
biespecificos, de doble especificidad o multiespecificos; unirse especificamente a dos o mas antigenos diferentes.
Los ejemplos de fragmentos de unién englobados dentro del término "porcién de unién a antigeno" de un anticuerpo
incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste de los dominios VL, VH, CL y CH1,; (ii) un
fragmento F(ab')z2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la
regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste de los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste de
los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward y otros, (1989) Nature
341:544-546, Winter y otros, solicitud PCT WO 90/05144 Al incorporado en la presente descripcion como
referencia), que comprende un Unico dominio variable; y (vi) una regién determinante de complementariedad (CDR)
aislada. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados,
pueden unirse, mediante el uso de métodos recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permite
fabricarse como una Unica cadena de proteina en la que VL y las regiones VH se emparejan para formar moléculas
monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv); véase, por ejemplo, Bird y otros, (1988) Science
242:423-426; y Huston y otros, (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:5879-5883). También se pretende que tales
anticuerpos monocatenarios se incluyan dentro del término "porcién de unién a antigeno" de un anticuerpo. En
determinadas modalidades de la invencion, pueden incorporarse moléculas scFv en una proteina de fusion. También
se incluyen otras formas de anticuerpos monocatenarios, tales como los diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos
bivalentes, biespecificos en los que los dominios VH y VL se expresan en una sola cadena polipeptidica, pero que
usan un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios de la misma
cadena, lo que obliga a los dominios a emparejarse con dominios complementarios. de otra cadena y creando dos
sitios de union al antigeno (véase, por ejemplo, Holliger, P. y otros, (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448;
Poljak, RJ y otros, (1994) Structure 2:1121-1123). Tales porciones de unién a anticuerpos son conocidas en la
técnica (Kontermann y Dubel eds., Antibody Engineering (2001) Springer-Verlag. Nueva York. 790 pags. (ISBN 3-
540-41354-5).

Una IgG es una clase de anticuerpo que comprende dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras dispuestas en
forma de Y. Un dominio constante de IgG se refiere a un dominio constante de la cadena ligera o pesada. Se
conocen en la técnica las secuencias ilustrativas de aminoacidos de dominio constante de cadena pesada y cadena
ligera de la IgG humana y se representan mas abajo en la Tabla A.
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Tabla A: Secuencias de los dominios constantes de la cadena pesada de la IgG humana y los dominios constantes
de la cadena ligera

Identificador de

. Secuencia
Secuencia

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY S
L3SVVITVPSSSLGTQRTY ICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
SEQ ID NO:159 YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNOQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGCPENNYKTTPPVLDSDGSEFE
LYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPGK
ASTRGPSVEPLAPSSKSTSGGTAATLGCLVEKDY

FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY S
LSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEPP
KPRKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
SEQ ID NO:160 YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEE
LYSKLTVDKSRWQQGNVFEFSCSVMHEATLHNHYT
QKSLSLSPGK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSL3ISTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC
QPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFE
Regién constante de Ig SEQ ID NO:162 YPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNK
Lambda ’ YAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVITHEGSTVE
KTVAPTECS

Proteina

Region constante de Ig
gamma-1

Mutante de la regién constante
de Ig gamma-1

Region constante de Ig Kappa | SEQ ID NO:161

Un "anticuerpo aislado”, como se usa en la presente descripcion, pretende referirse a un anticuerpo que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que se une especificamente a B7-H3 esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen
especificamente a otros antigenos ademas de B7-H3). Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une
especificamente a B7-H3 puede tener reactividad cruzada con otros antigenos, tales como las moléculas de B7-H3
de otras especies. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o
productos quimicos.

El término "anticuerpo humanizado" se refiere a los anticuerpos que comprenden las secuencias de las regiones
variables de la cadena pesada y ligera de una especie no humana (por ejemplo, un ratén) pero en los que al menos
una parte de la secuencia VH y/o VL se ha alterado para ser mas "similar al humano", es decir, mas similar a las
secuencias variables de la linea germinal humana. En particular, el término "anticuerpo humanizado" es un
anticuerpo o una variante, derivado, analogo o fragmento del mismo que se une inmunoespecificamente a un
antigeno de interés y que comprende una regiéon marco (FR) que tiene sustancialmente la secuencia de aminoacidos
de un anticuerpo humano y una regién determinante de complementariedad (CDR) que tiene sustancialmente la
secuencia de aminoacidos de un anticuerpo no humano. Como se usa en la presente descripcion, el término
"sustancialmente” en el contexto de una CDR se refiere a una CDR que tiene una secuencia de aminoacidos al
menos 80 %, preferentemente al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 % o al menos 99 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de una CDR de anticuerpo no humano. Un anticuerpo humanizado
comprende sustancialmente la totalidad de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables (Fab, Fab', F(ab')2,
FabC, Fv) en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina
no humana (es decir, anticuerpo donante) y todas o sustancialmente todas las regiones marco son las de una
secuencia consenso de inmunoglobulina humana. Preferentemente, un anticuerpo humanizado también comprende
al menos una porciéon de una regidon constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina
humana. En algunas modalidades, un anticuerpo humanizado contiene tanto la cadena ligera como al menos el
dominio variable de una cadena pesada. El anticuerpo también puede incluir las regiones CH1, bisagra, CH2, CH3 y
CH4 de la cadena pesada. En algunas modalidades, un anticuerpo humanizado solo contiene una cadena ligera
humanizada. En otras modalidades, un anticuerpo humanizado solo contiene una cadena pesada humanizada. En
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modalidades especificas, un anticuerpo humanizado solo contiene un dominio variable humanizado de una cadena
ligera y/o cadena pesada humanizada.

El anticuerpo humanizado puede seleccionarse de cualquier clase de inmunoglobulinas, incluidas IgM, IgG, IgD, IgA
e IgE, y cualquier isotipo, incluidas, sin limitacién, 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4. El anticuerpo humanizado puede
comprender secuencias de mas de una clase o isotipo, y pueden seleccionarse dominios constantes particulares
para optimizar las funciones efectoras deseadas mediante el uso de las técnicas bien conocidas en la técnica.

Los términos "numeracién de Kabat", "definiciones de Kabat" y "marcado de Kabat" se usan indistintamente en la
presente descripcion. Estos términos, que se reconocen en la técnica, se refieren a un sistema de numeracion de los
residuos de aminoacidos que son mas variables (es decir, hipervariables) que otros residuos de aminoacidos en las
regiones variables de la cadena pesada y ligera de un anticuerpo o una porcién de uniéon a antigeno del mismo
(Kabat y otros, (1971) Ann. NY Acad, Sci. 190:382-391 y Kabat, EA y otros, (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edicion, Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos,
Solicitud NIH NUm. 91-3242). Para la region variable de la cadena pesada, la region hipervariable varia desde las
posiciones de aminoacidos 31 a 35 para CDR1, las posiciones de aminoacidos 50 a 65 para CDR2 y las posiciones
de aminoécidos 95 a 102 para CDR3. Para la region variable de la cadena ligera, la region hipervariable varia desde
las posiciones de aminoacidos 24 a 34 para CDR1, las posiciones de aminoacidos 50 a 56 para CDR2 y las
posiciones de aminoacidos 89 a 97 para CDRS3.

Como se usa en la presente descripcion, el término "CDR" se refiere a la region determinante de complementariedad
dentro de las secuencias variables de los anticuerpos. Hay tres CDR en cada una de las regiones variables de la
cadena pesada (HC) y la cadena ligera (LC), que se denominan CDR1, CDR2 y CDR3 (o especificamente HC
CDR1, HC CDR2, HC CDR3, LC CDR1, LC CDR2, y LC CDR3), para cada una de las regiones variables. El término
"conjunto de CDR" como se usa en la presente descripcion se refiere a un grupo de tres CDR que se encuentran en
una Unica region variable capaz de unirse al antigeno. Los limites exactos de estas CDR se han definido de manera
diferente de acuerdo con los diferentes sistemas. El sistema descrito por Kabat (Kabat y otros, Sequences of
Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987) y (1991)) no solo proporciona
un sistema de numeracion de residuos inequivoco aplicable a cualquier region variable de un anticuerpo, sino que
también proporciona limites de residuos precisos que definen las tres CDR. Estas CDR pueden denominarse CDR
de Kabat. Chothia y colaboradores (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987) y Chothia y otros, Nature
342:877-883 (1989)) encontraron que determinadas subporciones dentro de las CDR de Kabat adoptan
conformaciones de la cadena principal peptidica casi idénticas, a pesar de tener una gran diversidad a nivel de
secuencia de aminoacidos. Estas subporciones se designaron como L1, L2 y L3 o HI, H2 y H3 donde la "L" y la "H"
designan las regiones de cadena ligera y cadenas pesadas, respectivamente. Estas regiones pueden denominarse
CDR de Chothia, que tienen limites que se superponen con las CDR de Kabat. Padlan ha descrito otros limites que
definen las CDR que se superponen con las CDR de Kabat (FASEB J. 9:133-139 (1995)) y MacCallum (J. Mol. Biol.
262(5):732-45 (1996)). Aun otras definiciones de limites de CDR pueden no seguir estrictamente uno de los
sistemas anteriores, pero no obstante se superpondran con las CDR de Kabat, aunque pueden acortarse o alargarse
a la luz de predicciones o hallazgos experimentales de que determinados residuos o grupos de residuos o incluso
CDR enteros no impacta significativamente en la unién del antigeno. Los métodos usados en la presente descripcion
pueden utilizar CDR definidas de acuerdo con cualquiera de estos sistemas, aunque las modalidades preferidas
usan las CDR definidas por Kabat o Chothia.

Como se usa en la presente descripcion, el término "marco" o "secuencia marco" se refiere a las secuencias
restantes de una region variable menos las CDR. Debido a que la definicion exacta de una secuencia CDR puede
determinarse mediante diferentes sistemas, el significado de una secuencia marco esta sujeto a interpretaciones
correspondientemente diferentes. Las seis CDR (CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de cadena ligeray CDR-H1, CDR-H2 y
CDR-H3 de cadena pesada) también dividen las regiones marco de la cadena ligera y la cadena pesada en cuatro
subregiones (FR1, FR2, FR3 y FR4) en cada cadena, en las que CDRL1 se coloca entre FR1 y FR2, CDR2 entre FR2
y FR3, y CDRS3 entre FR3 y FR4. Sin especificar las subregiones particulares como FR1, FR2, FR3 o FR4, una
region marco, como se hace referencia por otros, representa las FR combinadas dentro de la region variable de una
Unica cadena de inmunoglobulina natural. Como se usa en la presente descripcion, una FR representa una de las
cuatro subregiones, y las FR representan dos o mas de las cuatro subregiones que constituyen una regiéon marco.

No es necesario que las regiones marco y CDR de un anticuerpo humanizado correspondan con precision a las
secuencias parentales, por ejemplo, la CDR del anticuerpo donante o el marco consenso pueden mutagenizarse
mediante sustitucion, insercion y/o delecién de al menos un residuo de aminoacido de manera que la CDR o el resto
del marco en ese sitio no corresponde ni al anticuerpo donante ni al marco consenso. En una modalidad preferida,
tales mutaciones, sin embargo, no seran extensas. Normalmente, al menos el 80 %, preferentemente al menos el 85
%, con mayor preferencia al menos el 90 % y con la méxima preferencia al menos el 95 % de los residuos de
anticuerpos humanizados corresponderan a los de las secuencias de FR y CDR parentales. Como se usa en la
presente descripcion, el término "marco consenso" se refiere a la region del marco en la secuencia de
inmunoglobulina consenso. Como se usa en la presente descripcién, el término "secuencia consenso de
inmunoglobulina” se refiere a la secuencia formada a partir de los aminoacidos (o nucledtidos) que ocurren con mas
frecuencia en una familia de secuencias de inmunoglobulinas relacionadas (véase, por ejemplo, Winnaker, From
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Genes to Clones (Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania 1987). En una familia de inmunoglobulinas, cada
posicion en la secuencia consenso esta ocupada por el aminoacido que se encuentra con mayor frecuencia en esa
posicién en la familia. Si dos aminoacidos aparecen con la misma frecuencia, cualquiera de ellos puede incluirse en
la secuencia consenso.

El término "marco aceptor humano", como se usa en la presente descripcion, se refiere a un marco de un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo del mismo que comprende la secuencia de aminoacidos de un marco VH o VL derivado
de un anticuerpo humano o fragmento de anticuerpo del mismo o un marco consenso humano de la secuencia en el
que se pueden incorporar las CDR de una especie no humana.

El "por ciento (%) de identidad de la secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia de péptido o
polipéptido se define como el por ciento de residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos
a los residuos de aminoacidos en la secuencia de péptido o polipéptido especifico, después de alinear las
secuencias e introduciendo huecos, si es necesario, para lograr el por ciento maximo de identidad de secuencia, y
sin considerar ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. El alineamiento con el
propésito de determinar el por ciento de identidad de la secuencia de aminoéacidos puede lograrse de varias formas
gue estan dentro de la experiencia en la técnica, por ejemplo, mediante el uso de un software de computadora
disponible publicamente tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la
técnica pueden determinar los parametros apropiados para medir el alineamiento, incluidos los algoritmos
necesarios para lograr el maximo alineamiento en toda la longitud de las secuencias que se comparan.

El término "anticuerpo multivalente" se usa en la presente descripcion para indicar un anticuerpo que comprende dos
0 mas sitios de union al antigeno. En determinadas modalidades, el anticuerpo multivalente puede disefiarse para
gue tenga los tres 0 mas sitios de union al antigeno, y generalmente no es un anticuerpo de origen natural.

El término "anticuerpo multiespecifico” se refiere a un anticuerpo capaz de unirse a dos 0 mas antigenos no
relacionados. En una modalidad, el anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo biespecifico que es capaz de unirse
a dos antigenos no relacionados, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico, o una parte del mismo que se une al
antigeno, que se une a B7-H3 y CD3.

El término "actividad" incluye las actividades tales como la especificidad/afinidad de unién de un anticuerpo o ADC
por un antigeno, por ejemplo, un anticuerpo anti-hB7-H3 que se une a un antigeno hB7-H3 y/o la potencia
neutralizante de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo anti-hB7-H3 cuya union a hB7-H3 inhibe la actividad
biologica de hB7-H3, por ejemplo, la inhibicion de la proliferacion de las lineas celulares que expresan B7-H3, por
ejemplo, células H146 de carcinoma de pulmén humano, células H1650 de carcinoma pulmén humano o células
EBC1 de carcinoma de pulmén humano.

El término "ensayo de xenoinjerto de carcinoma de pulmoén de células no pequefias (NSCLC)", como se usa en la
presente descripcion, se refiere a un ensayo in vivo usado para determinar si un anticuerpo anti-B7-H3 o ADC puede
inhibir el crecimiento tumoral (por ejemplo, crecimiento adicional) y/o disminuir el crecimiento tumoral resultante del
trasplante de células NSCLC en un ratén inmunodeficiente. Un ensayo de xenoinjerto de NSCLC incluye el
trasplante de células de NSCLC en un ratén inmunodeficiente de manera que un tumor crece hasta un tamafio
deseado, por ejemplo, 200-250 mm3, después de lo cual se administra el anticuerpo o ADC al raton para determinar
si el anticuerpo o ADC puede inhibir y/o disminuir el crecimiento tumoral. En determinadas modalidades, la actividad
del anticuerpo o ADC se determina de acuerdo con el por ciento de inhibicién del crecimiento tumoral (% TGI) con
respecto a un anticuerpo control, por ejemplo, un anticuerpo IgG humano (o colecciéon del mismo) que no se une
especificamente a las células tumorales, por ejemplo, que se dirige a un antigeno no asociado con el cancer o se
obtiene de una fuente que no es cancerosa (por ejemplo, suero humano normal). En tales modalidades, el
anticuerpo (o ADC) y el anticuerpo control se administran al ratén a la misma dosis, con la misma frecuencia y
mediante la misma via. En una modalidad, el raton usado en el ensayo de xenoinjerto de NSCLC es un ratén con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID) y/o un raton desnudo CD-1 atimico. Los ejemplos de células de NSCLC
gue pueden usarse en el ensayo de xenoinjerto de NSCLC incluyen, pero no se limitan a, células H1299 (NCI-H1299
[H-1299] (ATCC® CRL-5803)), células H1975 (células NCI-H1975 [H1975] (ATCC® CRL-5908™)) y células EBC-1.

El término "ensayo de xenoinjerto de carcinoma de pulmén de células pequefias (SCLC)", como se usa en la
presente descripcion, se refiere a un ensayo in vivo usado para determinar si un anticuerpo anti-B7-H3 o ADC,
puede inhibir el crecimiento tumoral (por ejemplo, crecimiento adicional) y/o disminuir el crecimiento tumoral
resultante del trasplante de células SCLC en un ratén inmunodeficiente. Un ensayo de xenoinjerto de SCLC incluye
el trasplante de células de SCLC en un raton inmunodeficiente de manera que un tumor crece hasta un tamafio
deseado, por ejemplo, 200-250 mm3, después de lo cual se administra el anticuerpo o ADC al ratén para determinar
si el anticuerpo o ADC puede inhibir y/o disminuir el crecimiento tumoral. En determinadas modalidades, la actividad
del anticuerpo o ADC se determina de acuerdo con el por ciento de inhibicion del crecimiento tumoral (% TGI) con
respecto a un anticuerpo control, por ejemplo, un anticuerpo IgG humano (o coleccion del mismo) que no se une
especificamente a las células tumorales, por ejemplo, que se dirige a un antigeno no asociado con el cancer o se
obtiene de una fuente que no es cancerosa (por ejemplo, suero humano normal). En tales modalidades, el
anticuerpo (o ADC) y el anticuerpo control se administran al ratén a la misma dosis, con la misma frecuencia y
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mediante la misma via. En una modalidad, el raton usado en el ensayo de xenoinjerto de NSCLC es un ratén con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID) y/o un ratén desnudo CD-1 atimico. Los ejemplos de células de SCLC
que pueden usarse en el ensayo de xenoinjerto de SCLC incluyen, pero no se limitan a, células H146 (células NCI-
H146 [H146] (ATCC® HTB-173™)) y células H847 (NCI-H847 [H847] (ATCC® CRL-5846™)). El término "epitopo”
se refiere a una regiéon de un antigeno que esta unido por un anticuerpo o ADC. En determinadas modalidades, los
determinantes de los epitopos incluyen agrupaciones superficiales quimicamente activas de moléculas tales como
aminoacidos, cadenas laterales de azUcar, fosforilo o sulfonilo y, en determinadas modalidades, pueden tener
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga especificas. En determinadas
modalidades, se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando reconoce preferentemente su
antigeno diana en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas.

El término "resonancia superficial de plasmones”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a un fenémeno
optico que permite el analisis de las interacciones bioespecificas en tiempo real mediante la deteccion de
alteraciones en las concentraciones de proteinas dentro de una matriz de biosensor, por ejemplo, mediante el uso
del sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, Nueva Jersey). Para mas
descripciones, véase Jonsson, U. y otros, (1993) Ann. Biol. Clin. 51:19-26; Jonsson, U. y otros, (1991) Biotechniques
11:620-627; Johnsson, B. y otros, (1995) J. Mol. Reconocer. 8:125-131; y Johnnson, B. y otros, (1991) Anal.
Biochem. 198:268-277. En una modalidad, la resonancia superficial de plasmones se determina de acuerdo con los
métodos descritos en el Ejemplo 2.

El término "kon" 0 "Ka", como se usa en la presente descripcion, pretende referirse a la constante de velocidad en la
asociacion de un anticuerpo al antigeno para formar el complejo anticuerpo/antigeno.

El término "kof" 0 "kd", cCOmMoO se usa en la presente descripcion, pretende referirse a la constante de velocidad de
disociacién de un anticuerpo del complejo anticuerpo/antigeno.

El término "Kp", como se usa en la presente descripcion, pretende referirse a la constante de disociacién en
equilibrio de una interaccién anticuerpo-antigeno particular (por ejemplo, anticuerpo huAb13 y B7-H3). La Kp se
calcula mediante ka/ka.

El término "unidon competitiva”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una situacién en la que un
primer anticuerpo compite con un segundo anticuerpo, por un sitio de unién en una tercera molécula, por ejemplo, un
antigeno. En una modalidad, la uniébn competitiva entre dos anticuerpos se determina mediante el uso de andlisis
FACS.

El término "ensayo de union competitiva" es un ensayo usado para determinar si dos o mas anticuerpos se unen al
mismo epitopo. En una modalidad, un ensayo de unién competitiva es un ensayo competitivo de clasificacién de
células activadas por fluorescencia (FACS) que se usa para determinar si dos 0 mas anticuerpos se unen al mismo
epitopo determinando si la sefial fluorescente de un anticuerpo marcado se reduce debido a la introduccién de un
anticuerpo no marcado, donde la competencia por el mismo epitopo reducira el nivel de fluorescencia.

El término "anticuerpo marcado” como se usa en la presente descripcion, se refiere a un anticuerpo, o una porcion
de unién a antigeno del mismo, con un marcador incorporado que proporciona la identificacion de la proteina de
unién, por ejemplo, un anticuerpo. Preferentemente, el marcador es un marcador detectable, por ejemplo, la
incorporacion de un aminoacido radiomarcado o unién a un polipéptido con restos biotinilo que pueden detectarse
mediante avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que contiene un marcador fluorescente o actividad
enzimatica que puede detectarse por via Optica o métodos colorimétricos). Los ejemplos de marcadores para
polipéptidos incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: radioisétopos o radiontclidos (por ejemplo, 3H, #C, %S,
90y, 99Tc, tyn, 125], 181 177 y, 166Hq, o 153Sm); marcadores fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, fésforos de
lantanidos), marcadores enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, luciferasa, fosfatasa alcalina);
marcadores quimioluminiscentes; grupos biotinilo; epitopos de polipéptidos predeterminados reconocidos por un
indicador secundario (por ejemplo, secuencias de pares de cremallera de leucina, sitios de unién para anticuerpos
secundarios, dominios de unidén a metales, etiquetas de epitopo); y agentes magnéticos, tales como quelatos de
gadolinio.

El término "conjugado de anticuerpo-farmaco" o "ADC" se refiere a una proteina de unién, como un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo, quimicamente unido a uno o mas farmacos quimicos (también
denominados en la presente descripcidon agentes, ojivas, y cargas Utiles) que pueden ser opcionalmente agentes
terapéuticos o citotéxicos. En la presente invencion, un ADC incluye un anticuerpo, un farmaco (por ejemplo, un
farmaco citotoxico) y un enlazador que permite la unién o conjugacion del farmaco al anticuerpo. EI ADC de la
invencion tiene 2 farmacos conjugados con el anticuerpo. En la presente invencién, el farmaco es un inhibidor de
Bcl-xL.

Los términos "conjugado anticuerpo-farmaco anti-B7-H3" o "ADC anti-B7-H3", usados indistintamente en la presente
descripcion, se refieren a un ADC que comprende un anticuerpo que se une especificamente a B7-H3, por lo que el
anticuerpo se conjuga a uno o mas agentes quimicos). En una modalidad, el ADC anti-B7-H3 comprende el
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anticuerpo huAb13v1l conjugado con un inhibidor de Bcl-xL. En la presente invencion, el ADC anti-B7-H3 se une a la
B7-H3 humana (hB7-H3).

El término "inhibidor de Bcl-xL", como se usa en la presente descripcion, se refiere a un compuesto que antagoniza
la actividad de Bcl-xL en una célula. En una modalidad, un inhibidor de Bcl-xL promueve la apoptosis de una célula
mediante la inhibicion de la actividad de Bcl-xL.

El término "relaciéon de farmaco a anticuerpo” o "DAR" se refiere al nimero de farmacos, por ejemplo, inhibidor de
Bcl-xL, unidos al anticuerpo del ADC. ElI niumero de farmacos, por ejemplo, inhibidores de Bcl-xL, unidos al
anticuerpo del ADC de la presente invencion es 2.

El término "ensayo de xenoinjerto”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a un ensayo de xenoinjerto de
tumor humano, en donde se trasplantan células tumorales humanas, ya sea debajo de la piel o en el tipo de 6rgano
en el que se origind el tumor, en ratones inmunodeprimidos que no rechazan células humanas.

El término "céancer" se refiere a o describe la condicion fisioldgica en mamiferos que se caracteriza tipicamente por
un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, linfoma,
blastoma, sarcoma y leucemia o neoplasias linfoides. Los ejemplos mas particulares de tales canceres incluyen
glioblastoma, leucemia mieloide aguda (AML), linfoma no Hodgkin (NHL), cancer de pulmén de células no pequefias,
cancer de pulmon, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama (por ejemplo,
cancer de mama triple negativo), cancer de péancreas, tumores de células escamosas, carcinoma de células
escamosas (por ejemplo, cancer de pulmén de células escamosas o cancer de cabeza y cuello de células
escamosas), cancer anal, cancer de piel y cancer de vulva. En una modalidad, los ADC de la invencion se
administran a un paciente que tiene un tumor o tumores que sobreexpresan B7-H3. En una modalidad, los ADC de
la invencion se administran a un paciente que tiene un tumor sélido que probablemente sobreexprese B7-H3. En una
modalidad, los ADC de la invencidon se administran a un paciente que tiene cancer de pulmoén de células no
pequefias de células escamosas (NSCLC). En una modalidad, los ADC de la invencion se administran a un paciente
que tiene tumores sdlidos, incluidos tumores sélidos avanzados. En una modalidad, los ADC de la invencion se
administran a un paciente que tiene cancer de préstata. En una modalidad, los ADC de la invencién se administran a
un paciente que tiene cancer de pulmén de células no pequefias. En una modalidad, los ADC de la invencion se
administran a un paciente que tiene glioblastoma. En una modalidad, los ADC de la invencién se administran a un
paciente que tiene cancer de colon. En una modalidad, los ADC de la invencion se administran a un paciente que
tiene cancer de cabeza y cuello. En una modalidad, los ADC de la invencién se administran a un paciente que tiene
cancer de rifion. En una modalidad, los ADC de la invencion se administran a un paciente que tiene carcinoma de
células renales de células claras. En una modalidad, los ADC de la invencion se administran a un paciente que tiene
glioma. En una modalidad, los ADC de la invencion se administran a un paciente que tiene melanoma. En una
modalidad, los ADC de la invencién se administran a un paciente que tiene cancer de pancreas. En una modalidad,
los ADC de la invencion se administran a un paciente que tiene cancer gastrico. En una modalidad, los ADC de la
invencion se administran a un paciente que tiene cancer de ovario. En una modalidad, los ADC de la invencion se
administran a un paciente que tiene cancer colorrectal. En una modalidad, los ADC de la invencién se administran a
un paciente que tiene cancer renal. En una modalidad, los ADC de la invencién se administran a un paciente que
tiene cancer de pulmoén de células pequefias. En una modalidad, los ADC de la invencidon se administran a un
paciente que tiene carcinoma hepatocelular. En una modalidad, los ADC de la invencién se administran a un
paciente que tiene carcinoma de células escamosas hipofaringeas. En una modalidad, los ADC de la invencién se
administran a un paciente que tiene neuroblastoma. En una modalidad, los ADC de la invencion se administran a un
paciente que tiene cancer de mama. En una modalidad, los ADC de la invencién se administran a un paciente que
tiene cancer de endometrio. En una modalidad, los ADC de la invencién se administran a un paciente que tiene
carcinoma de células uroteliales. En una modalidad, los ADC de la invencién se administran a un paciente que tiene
leucemia mieloide aguda (AML). En una modalidad, los ADC de la invencion se administran a un paciente que tiene
linfoma no Hodgkin (NHL).

El término "tumor que expresa B7-H3", como se usa en la presente descripcion, se refiere a un tumor que expresa la
proteina B7-H3. En una modalidad, la expresién de B7-H3 en un tumor se determina mediante el uso de tincion
inmunohistoquimica de las membranas de las células tumorales, donde cualquier tincion inmunohistoquimica por
encima del nivel de fondo en una muestra de tumor indica que el tumor es un tumor que expresa B7-H3. Los
métodos para detectar la expresion de B7-H3 en un tumor son conocidos en la técnica e incluyen los ensayos
inmunohistoquimicos. Por el contrario, un "tumor negativo para B7-H3" se define como un tumor que tiene una
ausencia de tincion de la membrana para B7-H3 por encima del fondo en una muestra de tumor segun se determina
mediante técnicas inmunohistoquimicas.

Los términos "que sobreexpresa”, "sobreexpresion” o "sobreexpresado” se refieren indistintamente a un gen que se
transcribe o traduce a un nivel detectablemente mayor, normalmente en una célula cancerosa, en comparacion con
una célula normal. Por lo tanto, la sobreexpresion se refiere tanto a la sobreexpresion de proteina y ARN (debido a
un aumento de la transcripcidn, procesamiento postranscripcional, traduccion, procesamiento postraduccional,
estabilidad alterada y degradacion de la proteina alterada), asi como también a la sobreexpresion local debido a
patrones de trafico de proteinas alterados (localizaciéon nuclear aumentada) y actividad funcional aumentada, por
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ejemplo, como en una hidrélisis enzimatica aumentada del sustrato. Por tanto, la sobreexpresién se refiere a los
niveles de proteina o de ARN. La sobreexpresion también puede ser del 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas en
comparacién con una célula normal o una célula de comparacién. En determinadas modalidades, los ADC anti-B7-
H3 de la invencién se usan para tratar tumores sélidos que probablemente sobreexpresen B7-H3.

El término "amplificacion de genes", como se usa en la presente descripcion, se refiere a un proceso celular
caracterizado por la produccién de mdltiples copias de cualquier fragmento particular de ADN. Por ejemplo, una
célula tumoral puede amplificar o copiar segmentos cromosémicos como resultado de sefiales celulares y, a veces,
eventos ambientales. El proceso de amplificacién de genes conduce a la produccién de copias adicionales del gen.
En una modalidad, el gen es B7-H3, es decir, "amplificacién de B7-H3". En una modalidad, las composiciones y los
métodos descritos en la presente descripcion se usan para tratar a un sujeto que tiene cancer amplificado con B7-
H3.

El término "administracién”, como se usa en la presente descripcion, se refiere al suministro de una sustancia (por
ejemplo, un anticuerpo anti-B7-H3 o ADC) para lograr un objetivo terapéutico (por ejemplo, el tratamiento de un
trastorno asociado a B7-H3). Los modos de administracion pueden ser parenteral, enteral y tépico. La administracion
parenteral suele ser por inyeccidon e incluye, sin limitacion, inyeccién e infusion intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal,
subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal.

El término "terapia de combinacion" o "combinacién" en el contexto de un método terapéutico (por ejemplo, un
método de tratamiento), como se usa en la presente descripcidn, se refiere a la administracion de dos o mas
sustancias terapéuticas, por ejemplo, un ADC y un agente terapéutico adicional. El agente terapéutico adicional
puede administrarse concomitantemente con, antes o después de la administracion del ADC anti-B7-H3.

Como se usa en la presente descripcion, el término "cantidad efectiva" o "cantidad terapéuticamente efectiva" se
refiere a la cantidad de un farmaco, por ejemplo, un anticuerpo o ADC, que es suficiente para reducir o mejorar la
gravedad y/o duracién de un trastorno, por ejemplo, cancer, 0 uno o mas sintomas del mismo, previenen el avance
de un trastorno, provocan la regresion de un trastorno, previenen la recurrencia, desarrollo, aparicion o progresion
de uno o0 mas sintomas asociados con un trastorno, detectan un trastorno o potencian o mejoran los efectos
profilactico o terapéutico de otra terapia (por ejemplo, agente profilactico o terapéutico). La cantidad efectiva de un
ADC puede, por ejemplo, inhibir el crecimiento del tumor (por ejemplo, inhibir un aumento en el volumen del tumor),
disminuir el crecimiento del tumor (por ejemplo, disminuir el volumen del tumor), reducir el nimero de células
cancerosas y/o aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas asociados con el cancer. La cantidad efectiva
puede, por ejemplo, mejorar la supervivencia libre de enfermedad (DFS), mejorar la supervivencia general (OS) o
disminuir la probabilidad de recurrencia.

Como se usa en la presente descripcion, el término "estable" se refiere a los compuestos que poseen estabilidad
suficiente para permitir la fabricacién y que mantienen la integridad del compuesto durante un periodo de tiempo
suficiente para ser Util para el proposito detallado en la presente descripcion.

Como se usa en la presente descripcion, los siguientes términos tienen los siguientes significados:

El término sal cuando se usa en el contexto de "o una sal del mismo" incluye sales cominmente usadas para
formar sales de metales alcalinos y para formar sales de adicion de acidos libres o bases libres. En general,
estas sales pueden prepararse tipicamente por medios convencionales haciendo reaccionar, por ejemplo, el
acido o la base apropiados con un compuesto de la invencion.

Cuando se pretende administrar una sal a un paciente (en contraposicion, por ejemplo, a que se utilice en un
contexto in vitro), la sal es preferentemente farmacéuticamente aceptable y/o fisiologicamente compatible. El
término "farmacéuticamente aceptable” se usa como adjetivo en esta solicitud de patente para significar que el
nombre modificado es apropiado para su uso como producto farmacéutico o como parte de un producto
farmacéutico. El término "sal farmacéuticamente aceptable” incluye sales cominmente usadas para formar sales
de metales alcalinos y para formar sales de adicion de &cidos libres o bases libres. En general, estas sales
pueden prepararse tipicamente por medios convencionales haciendo reaccionar, por ejemplo, el acido o la base
apropiados con un compuesto de la invencion.

I. Anticuerpos Anti-B7-H3

Los anticuerpos anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion proporcionan a los ADC de la invencion la
capacidad de unirse a B7-H3 de manera que el farmaco citotoxico Bcl-xL unido al anticuerpo pueda administrarse a
la célula que expresa B7-H3, particularmente a una célula de cancer que expresa B7-H3.

Si bien el término "anticuerpo” se usa en todas partes, debe tenerse en cuenta que los fragmentos de anticuerpos
(es decir, las porciones de union al antigeno de un anticuerpo anti-B7-H3) también se incluyen en la invencion y
pueden incluirse en las modalidades (métodos y composiciones) descrito a lo largo. Por ejemplo, un fragmento de
anticuerpo anti-B7-H3 puede conjugarse con los inhibidores de Bcl-xL descritos en la presente descripcion. Por
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tanto, esta dentro del alcance de la invencion que, en determinadas modalidades, los fragmentos de anticuerpos de
los anticuerpos anti-B7-H3 descritos en la presente descripcidon se conjugan con inhibidores de Bcl-xL mediante
enlazadores. En determinadas modalidades, la porciéon de unién del anticuerpo anti-B7-H3 es un Fab, un Fab', un
F(ab")2, un Fv, un Fv unido por disulfuro, un scFv, un anticuerpo de dominio Unico o un diacuerpo.

IILA. Anticuerpos Anti-B7-H3 Quiméricos

Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes porciones del anticuerpo se derivan de diferentes
especies de animales, tales como anticuerpos que tienen una region variable derivada de un anticuerpo monoclonal
murino y una regién constante de inmunoglobulina humana. Los métodos para producir anticuerpos quiméricos son
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Morrison, Science 229:1202 (1985); Oi y otros, BioTechniques 4:214
(1986); Gillies y otros, (1989) J. Immunol. Methods 125:191-202; Patente de EE. UU. Nim 5,807,715; 4,816,567; y
4,816,397. Ademas, se desarrollaron técnicas para la produccién de "anticuerpos quiméricos" (Morrison y otros,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. 81:851-855; Neuberger y otros, 1984, Nature 312:604-608; Takeda y otros, 1985, Nature
314:452-454) mediante el corte y empalme de genes de una molécula de anticuerpo de ratén de especificidad
antigénica apropiada junto con genes de una molécula de anticuerpo humano de actividad bioldgica apropiada.

Como se describe en el Ejemplo 3, se identificaron dieciocho anticuerpos murinos anti-B7-H3 que tenian una alta
actividad de union especifica contra B7-H3 humano y de Cynomolgus. Se generaron anticuerpos quiméricos, en el
contexto de una regién constante de inmunoglobulina humana, a partir de estos dieciocho anticuerpos.

I1.B. Anticuerpos Anti-B7-H3 Humanizados

Los anticuerpos quiméricos descritos en la presente descripcion pueden usarse en la produccion de anticuerpos
anti-B7-H3 humanizados. Por ejemplo, tras la generacion y caracterizacion de los anticuerpos quiméricos anti-B7-H3
chAb1-chAbl8, se seleccionaron los anticuerpos chAb3, chAb13 y chAb18 para humanizacion. Especificamente, se
crearon seis anticuerpos humanizados diferentes basados en chAb3, nueve anticuerpos humanizados diferentes
basados en chAbl3 (referidos en la presente descripcion como huAb13vl, huAbl3v2, huAbl3v3, huAbl3v4,
huAb13v5, huAb13v6, huAbl3v7, huAb13v8, huAb13v9), y se crearon diez anticuerpos humanizados diferentes
basados en chAb18. Las Tablas 18 y 19 proporcionan las secuencias de aminoacidos de las regiones CDR, VH y VL
de chAb13 humanizado.

Generalmente, los anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpos de un anticuerpo de especie no humana
gue se une al antigeno deseado que tiene una o mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) de la
especie no humana y regiones marco de una molécula de inmunoglobulina humana. Se describen las secuencias de
Ilg humanas conocidas, por ejemplo, www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi; www.atcc.org/phage/hdb.html;

www.sciquest.com/; www.abcam.com/; www.antibodyresource.com/onlinecomp.html;
www.public.iastate.edu/.about.pedro/research_tools.html; www.mgen.uniheidelberg.de/SD/IT/IT.html;
www.whfreeman.com/immunology/CH-05/kuby05.htm; www.library.thinkquest.org/12429/Immune/Antibody.html;
www.hhmi.org/grants/lectures/1996/vlab/; www.path.cam.ac.uk/.about.mrc7/mikeimages.html;
www.antibodyresource.com/; mcb.harvard.edu/BioLinks/Immunology.html.www.immunologylink.com/;
pathbox.wustl.edu/.about.hcenter/index.html; www.biotech.ufl.edu/.about.hcl/;
www.pebio.com/pa/340913/340913.html-; www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/; www.m.ehime-
u.acjp/.about.yasuhito/Elisa.html; www.biodesign.com/table.asp; www.icnet.uk/axp/facs/davies/links.html;
www.biotech.ufl.edu/.about.fccl/protocol.html; www.isacnet.org/sites_geo.html;
aximtl.imt.unimarburg.de/.about.rek/AEPStart.html; baserv.uci.kun.nl/.about.jraats/linksl.html; www.recab.uni-
hd.de/immuno.bme.nwu.edu/; www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/INTRO.html;
www.ibt.unam.mx/vir/\V_mice.html; imgt.cnusc.fr:8104/; www.biochem.ucl.ac.uk/.about.martin/abs/index.html;
antibody.bath.ac.uk/; abgen.cvm.tamu.edu/lab/wwwabgen.html;
www.unizh.ch/.about.honegger/AHOseminar/Slide01.html; www.cryst.bbk.ac.uk/.about.ubcg07s/;
www.nimr.mrc.ac.uk/CC/ccaewg/ccaewg.htm; www.path.cam.ac.uk/.about.mrc7/h-umanisation/TAHHP.html;
www.ibt.unam.mx/vir/structure/stat_aim.html; www.biosci.missouri.edu/smithgp/index.html;
www.cryst.bioc.cam.ac.uk/.about.fmolina/Web-pages/Pept/spottech.html; www.jerini.de/fr roducts.htm;

www.patents.ibm.com/ibm.html.Kabat y otros, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Departamento de
Salud de EE. UU. (1983). Tales secuencias importadas pueden usarse para reducir la inmunogenicidad o reducir,
potenciar o modificar la unién, afinidad, asociacion, disociacién, avidez, especificidad, semivida o cualquier otra
caracteristica adecuada, como se conoce en la técnica.

Los residuos del marco en las regiones marco humanas pueden sustituirse con el residuo correspondiente del
anticuerpo donante de la CDR para alterar, preferentemente mejorar, la uniéon al antigeno. Estas sustituciones de
marco se identifican mediante métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, modelando las interacciones de la
CDR vy los residuos marco para identificar residuos marco importantes para la unién de antigenos y comparacion de
secuencias para identificar residuos marco inusuales en posiciones particulares. (Véase, por ejemplo, Queen y otros,
Patente de Estados Unidos Num 5,585,089; Riechmann y otros, Nature 332:323 (1988)) Los modelos de
inmunoglobulina tridimensionales estan cominmente disponibles y son familiares para los expertos en la técnica.
Hay programas informaticos disponibles que ilustran y muestran probables estructuras conformacionales
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tridimensionales de secuencias de inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas
presentaciones permite el andlisis del papel probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de residuos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina
candidata para unirse a su antigeno. De esta manera, los residuos de FR pueden seleccionarse y combinarse a
partir de las secuencias consenso e importarse de manera que se logre la caracteristica deseada del anticuerpo, tal
como una mayor afinidad por el o los antigenos diana. En general, los residuos de la CDR estan directa y
sustancialmente implicados en influir en la unioén del antigeno. Los anticuerpos pueden humanizarse mediante el uso
de una variedad de técnicas conocidas en la técnica, tales como, pero que no se limitan a, las descritas en Jones y
otros, Nature 321:522 (1986); Verhoeyen y otros, Science 239:1534 (1988)), Sims y otros, J. Immunol. 151:2296
(1993); Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 (1987), Caster y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285 (1992);
Presta y otros, J. Immunol. 151:2623 (1993), Padlan, Molecular Immunology 28(4/5):489-498 (1991); Studnicka y
otros, Protein Engineering 7(6):805-814 (1994); Roguska. y otros, PNAS 91:969-973 (1994); Solicitud PCT WO
91/09967, PCT/: US98/16280, US96/18978, US91/09630, US91/05939, US94/01234, GB89/01334, GB91/01134,
GB92/01755; W090/14443, WQ090/14424, \W090/14430, EP 229246, EP 592,106; EP 519,596, EP 239,400,
Patentes de los EE.UU Num. 5,565,332, 5,723,323, 5,976,862, 5,824,514, 5,817,483, 5814476, 5763192, 5723323,
5,766886, 5,714,352, 6,204,023, 6,180,370, 5,693,762, 5,530,101, 5,585,089, 5,225,539; 4,816,567.

Anticuerpos anti-B7-H3 humanizados derivados de chabl13

Los nueve anticuerpos humanizados diferentes creados a partir de chAb13 incluyen los siguientes:

A) huAb13v1 (secuencia de aminoacidos de la VH indicada en SEQ ID NO: 147 y secuencias de aminoacidos de
CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH establecidas en SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente; y secuencia de
aminoacidos de la VL indicada en SEQ ID NO: 144 y secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de la
VL establecidas en SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente);

B) huAb13v2 (secuencia de aminoéacidos de la VH establecida en SEQ ID NO: 146 y secuencias de aminoacidos
de CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH establecidas en SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente; y secuencia de
aminoécidos de la VL establecida en SEQ ID NO: 143 y secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de
la VL establecidas en SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente);

C) huAb13v3 (secuencia de aminoacidos de la VH establecida en SEQ ID NO: 146 y secuencias de amino4cidos
de CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH establecidas en SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente; y secuencia de
aminoacidos de la VL establecida en SEQ ID NO: 144 y secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de
la VL establecidas en SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente);

D) huAb13v4 (secuencia de aminoacidos de la VH establecida en SEQ ID NO: 146 y secuencias de aminoacidos
de CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH establecidas en SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente; y secuencia de
aminoécidos de la VL establecida en SEQ ID NO: 145 y secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de
la VL establecidas en SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente);

E) huAb13v5 (secuencia de aminodcidos de la VH establecida en SEQ ID NO: 147 y secuencias de aminoacidos
de CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH establecidas en SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente; y secuencia de
aminoacidos de la VL establecida en SEQ ID NO: 143 y secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de
la VL establecidas en SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente);

F) huAb13v6 (secuencia de aminoacidos de la VH establecida en SEQ ID NO: 147 y secuencias de aminoacidos
de CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH establecidas en SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente; y secuencia de
aminoécidos de la VL establecida en SEQ ID NO: 145 y secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de
la VL establecidas en SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente);

G) huAb13v7 (secuencia de aminoacidos de la VH establecida en SEQ ID NO: 148 y secuencias de amino&cidos
de CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH establecidas en SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente; y secuencia de
aminoécidos de la VL establecida en SEQ ID NO: 143 y secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de
la VL establecidas en SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente);

H) huAb13v8 (secuencia de aminoacidos de la VH establecida en SEQ ID NO: 148 y secuencias de aminoacidos
de CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH establecidas en SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente; y secuencia de
aminoacidos de la VL establecida en SEQ ID NO: 144 y secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de
la VL establecidas en SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente);

1) huAb13v9 (secuencia de aminoéacidos de la VH establecida en SEQ ID NO: 148 y secuencias de aminoécidos
de CDR1, CDR2 y CDR3 de la VH establecidas en SEQ ID NO: 33, 34 y 35, respectivamente; y secuencia de
aminoécidos la VL establecida en SEQ ID NO: 145 y secuencias de aminoacidos de CDR1, CDR2 y CDR3 de la
VL establecidas en SEQ ID NO: 37, 38 y 39, respectivamente).

Por tanto, un aspecto de la presente descripcion proporciona anticuerpos que comprenden secuencias variables y/o
CDR de un anticuerpo humanizado derivado de chAb13. La presente descripcion presenta anticuerpos anti-B7-H3
que se derivan de chAb13 y tienen caracteristicas mejoradas, por ejemplo, afinidad de unién mejorada a la proteina
B7-H3 aislada y union mejorada a células que expresan B7-H3, como se describié en los Ejemplos méas abajo. En
conjunto, estos nuevos anticuerpos se denominan en la presente descripcion "anticuerpos variantes de Ab13".
Generalmente, los anticuerpos variantes de Ab13 retienen la misma especificidad de epitopo que Ab13.

También pueden realizarse sustituciones conservadoras de aminoacidos en porciones de los anticuerpos distintas
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de, o ademas de, las CDR. Por ejemplo, pueden realizarse modificaciones conservadoras de aminoacidos en una
regién marco o en la regién Fc. Una regién variable o una cadena pesada o ligera puede comprender 1, 2, 3, 4, 5, 1-
2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-10, 1-15, 1-20, 1-25, o 1-50 sustituciones de aminoacidos conservadoras con relaciéon a las
secuencias de anticuerpos anti-B7-H3 proporcionadas en la presente descripcion. En determinadas modalidades, el
anticuerpo anti-B7-H3 comprende una combinacién de modificacion de aminoacidos conservadora y no
conservadora.

Generar y seleccionar CDR que tengan actividad de unién y/o neutralizacion de B7-H3 preferida con respecto a hB7-
H3, métodos estandar conocidos en la técnica para generar anticuerpos o porciones de unién a antigeno de los
mismos Yy evaluar la unién de B7-H3 y/o las caracteristicas neutralizantes de esos anticuerpos, o porciones de union
a antigeno de los mismos, que incluyen, pero no se limitan a, los descritos especificamente en la presente
descripcion.

En determinadas modalidades, el anticuerpo comprende una regioén constante de la cadena pesada, tal como una
region constante de IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgE, IgM o IgD. En determinadas modalidades, el anticuerpo anti-
B7-H3, o su porcion de unién a antigeno, comprende un dominio constante de la cadena pesada de la
inmunoglobulina seleccionado del grupo que consiste en un dominio constante de IgG humana, un dominio
constante de IgM humana, un dominio constante de IgE humana y un dominio constante de IgA humana. En
modalidades adicionales, el anticuerpo, o su porcion de unién a antigeno, tiene una region constante de la cadena
pesada de IgG1, una regién constante de la cadena pesada de IgG2, una region constante de IgG3 o una region
constante de la cadena pesada de 1gG4. Preferentemente, la region constante de la cadena pesada es una region
constante de la cadena pesada de IgGl o una regidon constante de la cadena pesada de IgG4. Ademas, el
anticuerpo puede comprender una region constante de la cadena ligera, una region constante de la cadena ligera
kappa o una region constante de la cadena ligera lambda. Preferentemente, el anticuerpo comprende una regién
constante de la cadena ligera kappa. Alternativamente, la porcion de anticuerpo puede ser, por ejemplo, un
fragmento Fab o un fragmento Fv de cadena sencilla.

En determinadas modalidades, la porcion de union del anticuerpo anti-B7-H3 es un Fab, un Fab', un F(ab')2, un Fv,
un Fv unido por disulfuro, un scFv, un anticuerpo de dominio Gnico o un diacuerpo.

En determinadas modalidades, el anticuerpo anti-B7-H3, o su porcién de unién a antigeno, es un anticuerpo
multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico.

Se han descrito reemplazos de residuos de aminoacidos en la porcion Fc para alterar la funcion efectora del
anticuerpo (Winter y otros, Patentes de EE. UU. NUim. 5,648,260 y 5,624,821). La porcion Fc de un anticuerpo media
varias funciones efectoras importantes, por ejemplo, induccién de citocinas, ADCC, fagocitosis, citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) y tasa de vida media/aclaramiento de anticuerpos y complejos antigeno-
anticuerpo. En algunos casos, estas funciones efectoras son deseables para el anticuerpo terapéutico, pero en otros
casos pueden ser innecesarias o incluso perjudiciales, en dependencia de los objetivos terapéuticos. Ciertos isotipos
de IgG humana, en particular IgG1 e 1IgG3, median ADCC y CDC mediante la unién al FCyRs y al complemento C1q,
respectivamente. Los receptores Fc neonatales (FcRn) son los componentes criticos que determinan la vida media
circulante de los anticuerpos. En otra modalidad mas, al menos un residuo de aminoéacido se reemplaza en la region
constante del anticuerpo, por ejemplo, la region Fc del anticuerpo, de manera que se alteran las funciones efectoras
del anticuerpo.

Una modalidad de la invencién incluye un anticuerpo anti-B7-H3 marcado, o una porcion de anticuerpo del mismo,
donde el anticuerpo se deriva 0 se une a una o mas moléculas funcionales (por ejemplo, otro péptido o proteina).
Por ejemplo, un anticuerpo marcado puede derivarse uniendo funcionalmente un anticuerpo o una porcion de
anticuerpo de la invencion (por acoplamiento quimico, fusion genética, asociacion no covalente o de cualquier otra
manera) a una o mas entidades moleculares, tal como otro anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico o un
diacuerpo), un agente detectable, un agente farmacéutico, una proteina o péptido que puede mediar en la
asociacion del anticuerpo o la porcién de anticuerpo con otra molécula (tal como una regién central de estreptavidina
0 una etiqueta de polihistidina) y/o un agente citotoxico o terapéutico seleccionado del grupo que consiste en un
inhibidor mitético, un antibiético antitumoral, un agente inmunomodulador, un vector para terapia génica, un agente
alquilante, un agente antiangiogénico, un antimetabolito, un agente que contiene boro, un agente quimioprotector,
una hormona, un agente antihormonas, un corticosteroide, un agente terapéutico fotoactivo, un oligonucleétido, un
agente radiondclido, un inhibidor de la topoisomerasa, un inhibidor de la quinasa, una radiosensibilizador y una de
sus combinaciones.

Los agentes detectables Utiles con los que puede derivatizarse un anticuerpo o una porcién de anticuerpo del mismo
incluyen los compuestos fluorescentes. Los agentes detectables fluorescentes ejemplares incluyen fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamina-1-naftalenosulfonilo, ficoeritrina y similares. Un
anticuerpo también puede derivatizarse con enzimas detectables, tales como fosfatasa alcalina, peroxidasa de
rabano picante, glucosa oxidasa y similares. Cuando un anticuerpo se derivatiza con una enzima detectable, se
detecta agregando reactivos adicionales que la enzima usa para producir un producto de reaccion detectable. Por
ejemplo, cuando esta presente el agente detectable peroxidasa de rabano picante, la adicion de peréxido de
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hidrégeno y diaminobencidina conduce a un producto de reaccion coloreado, que es detectable. Un anticuerpo
también puede derivatizarse con biotina y detectarse mediante la medicién indirecta de la union de avidina o
estreptavidina.

En una modalidad, el anticuerpo de la invencion se conjuga con un agente de formacién de imagenes. Los ejemplos
de agentes de formacién de imagenes que pueden usarse en las composiciones y métodos descritos en la presente
descripcion incluyen, pero no se limitan a, un radiomarcador (por ejemplo, indio), una enzima, un marcador
fluorescente, un marcador luminiscente, un marcador bioluminiscente, un marcador magnético, y biotina.

En una modalidad, los anticuerpos o ADC estan unidos a un radiomarcador, tal como, pero que no se limita a, indio
(**In). EI *lIndio puede usarse para marcar los anticuerpos y ADC descritos en la presente descripcion para su uso
en la identificacion de tumores positivos para B7-H3. En una cierta modalidad, los anticuerpos anti-B7-H3 (o ADC)
descritos en la presente descripcion se marcan con 11l mediante un quelante bifuncional que es un quelato de acido
ciclohexil dietilentriaminopentaacético (DTPA) bifuncional (véanse las Patentes de EE. UU. Num. 5,124,471,
5,434,287;y 5,286,850).

Otra modalidad de la invencién proporciona una proteina de unién glicosilada en donde el anticuerpo anti-B7-H3 o la
porcién de unién a antigeno del mismo comprende uno o mas residuos de carbohidrato. La produccion in vivo de
proteinas nacientes puede sufrir un procesamiento adicional, conocido como modificacion postraduccional. En
particular, los residuos de azucar (glicosilo) pueden afiadirse enzimaticamente, un proceso conocido como
glicosilacion. Las proteinas resultantes que llevan cadenas laterales de oligosacaridos unidas covalentemente se
conocen como proteinas glicosiladas o glicoproteinas. Los anticuerpos son glicoproteinas con uno o mas residuos
de carbohidratos en el dominio Fc, asi como también en el dominio variable. Los residuos de carbohidratos en el
dominio Fc tienen un efecto importante sobre la funcion efectora del dominio Fc, con un efecto minimo sobre la
union al antigeno o la vida media del anticuerpo (R. Jefferis, Biotechnol. Prog. 21 (2005), paginas 11-16). Por el
contrario, la glicosilacion del dominio variable puede tener un efecto sobre la actividad de unién al antigeno del
anticuerpo. La glicosilacion en el dominio variable puede tener un efecto negativo sobre la afinidad de unién del
anticuerpo, probablemente debido al impedimento estérico (Co, M.S., y otros, Mol. Immunol. (1993) 30:1361-1367),
0 dar como resultado una mayor afinidad por el antigeno (Wallick, S.C., y otros, Exp. Med. (1988) 168:1099-1109;
Wright, A., y otros, EMBO J. (1991) 10:2717-2723).

Un aspecto de la invencion esté dirigido a generar mutantes en el sitio de glicosilaciéon en los que se ha mutado el
sitio de glicosilacion unido a O o a N de la proteina de unidon. Un experto en la técnica puede generar tales mutantes
mediante el uso de tecnologias estandar bien conocidas. Los mutantes del sitio de glicosilacién que retienen la
actividad bioldgica, pero tienen una actividad de unidon aumentada o disminuida, son otro objeto de la invencion.

En otra modalidad mas, se modifica la glicosilacién del anticuerpo anti-B7-H3 o la porcién de unién al antigeno de la
invencion. Por ejemplo, puede prepararse un anticuerpo sin glicosilacién (es decir, el anticuerpo carece de
glicosilacion). La glicosilacién puede alterarse para, por ejemplo, aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno.
Tales modificaciones de carbohidratos pueden lograrse, por ejemplo, alterando uno o mas sitios de glicosilacion
dentro de la secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, pueden realizarse una o mas sustituciones de aminoacidos que
den como resultado la eliminacién de uno o mas sitios de glicosilacion de la region variable para eliminar de ese
modo la glicosilacién en ese sitio. Tal no glicosilacion puede aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Tal
enfoque se describe con méas detalle en la Solicitud PCT WO2003016466A2 y las Patentes de EE. UU. NUm.
5.714.350 y 6.350.861.

Adicional o alternativamente, puede prepararse un anticuerpo anti-B7-H3 modificado de la invencién que tenga un
tipo alterado de glicosilacion, tal como un anticuerpo hipofucosilado que tenga cantidades reducidas de residuos de
fucosilo o un anticuerpo que tenga estructuras de GIcNAc bisectantes aumentadas. Se ha demostrado que tales
patrones de glicosilacion alterados aumentan la capacidad ADCC de los anticuerpos. Tales modificaciones de
carbohidratos pueden lograrse, por ejemplo, expresando el anticuerpo en una célula huésped con una maquinaria de
glicosilacion alterada. Se han descrito en la técnica células con maquinaria de glicosilacion alterada y pueden usarse
como células huésped en las que se puedan expresar anticuerpos recombinantes de la invencion para producir de
ese modo un anticuerpo con glicosilacion alterada. Véase, por ejemplo, Shields, R. L. y otros, (2002) J. Biol. Chem.
277:26733-26740; Umana y otros, (1999) Nat. Biotech. 17:176-1, asi como también, la Patente Europea Num: EP
1,176,195; las Solicitudes PCT WO 03/035835; WO 99/54342 80.

La glicosilacion de proteinas depende de la secuencia de aminoacidos de la proteina de interés, asi como también
de la célula huésped en la que se expresa la proteina. Diferentes organismos pueden producir diferentes enzimas de
glicosilacion (por ejemplo, glicosiltransferasas y glicosidasas) y tener diferentes sustratos (azlcares nucleotidicos)
disponibles. Debido a tales factores, el patrén de glicosilacién de proteinas y la composicion de los residuos glicosilo
pueden diferir en dependencia del sistema huésped en el que se expresa la proteina particular. Los residuos
glicosilo utiles en la invencidon pueden incluir, pero no se limitan a, glucosa, galactosa, manosa, fucosa, n-
acetilglucosamina y acido sialico. Preferentemente, la proteina de unién glicosilada comprende residuos de glicosilo
de manera que el patron de glicosilacién es humano.
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Una glicosilacion de proteinas diferente puede dar como resultado caracteristicas diferentes de las proteinas. Por
ejemplo, la eficacia de una proteina terapéutica producida en un microorganismo huésped, tal como una levadura, y
glicosilada mediante el uso de la via endégena de la levadura, puede reducirse en comparacion con la de la misma
proteina expresada en una célula de mamifero, tal como una linea celular CHO. Tales glicoproteinas también
pueden ser inmunogénicas en humanos y mostrar una vida media reducida in vivo después de la administracion. Los
receptores especificos en humanos y otros animales pueden reconocer residuos glicosilo especificos y promover la
rapida eliminacion de la proteina del torrente sanguineo. Otros efectos adversos pueden incluir cambios en el
plegamiento de proteinas, solubilidad, susceptibilidad a las proteasas, trafico, transporte, compartimentacion,
secrecién, reconocimiento por otras proteinas o factores, antigenicidad o alergenicidad. Por consiguiente, un médico
puede preferir una proteina terapéutica con una composicion y un patrén de glicosilacion especificos, por ejemplo,
una composicién y un patrén de glicosilacion idénticos, o al menos similares, a los producidos en células humanas o
en las células especificas de especie del sujeto animal pretendido.

La expresion de proteinas glicosiladas diferentes de las de una célula huésped puede lograrse al modificar
genéticamente la célula huésped para expresar enzimas de glicosilacion heterélogas. Mediante el uso de técnicas
recombinantes, un médico puede generar anticuerpos o porciones de unién a antigeno de los mismos que exhiben
glicosilacion de proteinas humanas. Por ejemplo, las cepas de levadura se han modificado genéticamente para
expresar enzimas de glicosilacion no naturales, de manera que las proteinas glicosiladas (glicoproteinas) producidas
en estas cepas de levadura exhiben una glicosilacion de proteinas idéntica a la de las células animales,
especialmente las células humanas (Solicitudes de Patente de EE. UU. Nim. 20040018590 y 20020137134 y
Solicitud PCT W02005100584 A2).

Los anticuerpos pueden producirse mediante varias técnicas. Por ejemplo, la expresion a partir de células huésped,
en donde el vector o los vectores de expresion que codifican las cadenas pesada y ligera se transfectan en una
célula huésped mediante técnicas estandar. Las diversas formas del término "transfeccion" pretenden abarcar una
amplia variedad de técnicas comdnmente usadas para la introduccién de ADN exdgeno en una célula huésped
procariota 0 eucariota, por ejemplo, electroporacion, precipitacién con fosfato de calcio, transfeccion con DEAE-
dextrano y similares. Aunque es posible expresar anticuerpos en células huésped procariotas o0 eucariotas, la
expresion de anticuerpos en células eucariotas es preferible, y con la méaxima preferencia en células huésped de
mamiferos, porque tales células eucariotas (y en particular células de mamiferos) tienen méas probabilidades que las
células procariotas de ensamblar y secretar un anticuerpo inmunolégicamente activo y debidamente plegado.

Las células huésped de mamifero preferidas para expresar los anticuerpos recombinantes de la invencién incluyen
las de ovario de hamster chino (células CHO) (incluidas las células dhfr-CHO, descritas en Urlaub y Chasin, (1980)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, usadas con un marcador seleccionable DHFR, por ejemplo, como se
describié en R.J. Kaufman y P.A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma NSO, células COS y
células SP2. Cuando se introducen vectores de expresion recombinantes que codifican genes de anticuerpos en
células huésped de mamifero, los anticuerpos se producen al cultivar las células huésped durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo en las células huésped o, con mayor preferencia, la
secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo en el que se cultivan las células huésped. Los anticuerpos pueden
recuperarse del medio de cultivo mediante el uso de los métodos estandar de purificacion de proteinas.

Las células huésped también pueden usarse para producir fragmentos de anticuerpos funcionales, tales como
fragmentos Fab o moléculas scFv. Debe entenderse que las variaciones del procedimiento anterior estan dentro del
alcance de la invencién. Por ejemplo, puede ser deseable transfectar una célula huésped con ADN que codifica
fragmentos funcionales de la cadena ligera y/o la cadena pesada de un anticuerpo de esta invencién. La tecnologia
de ADN recombinante también puede usarse para eliminar parte o la totalidad del ADN que codifica una 0 ambas
cadenas ligeras y pesadas que no es necesaria para unirse a los antigenos de interés. Las moléculas expresadas a
partir de tales moléculas de ADN truncado también estan incluidas en los anticuerpos de la invencion. Ademas,
pueden producirse anticuerpos bifuncionales en los que una cadena pesada y una ligera son un anticuerpo de la
invencion y la otra cadena pesada y ligera son especificas para un antigeno distinto de los antigenos de interés al
reticular un anticuerpo de la invencion con un segundo anticuerpo por métodos de reticulacion quimica estandar.

En un sistema preferido para la expresién recombinante de un anticuerpo, o una porcién de unién a antigeno del
mismo, se introduce un vector de expresién recombinante que codifica tanto la cadena pesada del anticuerpo como
la cadena ligera del anticuerpo en las células dhfr-CHO mediante transfeccion mediada por fosfato de calcio. Dentro
del vector de expresién recombinante, cada uno de los genes de la cadena ligera y pesada del anticuerpo esta
ligado operativamente a elementos reguladores del potenciador/AdMLP del promotor de CMV para impulsar altos
niveles de transcripcién de los genes. El vector de expresion recombinante también porta un gen DHFR, que permite
la seleccion de células CHO que han sido transfectadas con el vector mediante el uso de seleccion/amplificacion con
metotrexato. Las células huésped transformantes seleccionadas se cultivan para permitir la expresion de las
cadenas ligera y pesada del anticuerpo y el anticuerpo intacto se recupera del medio de cultivo. Se usan técnicas
estandar de biologia molecular para preparar el vector de expresién recombinante, transfectar las células huésped,
seleccionar transformantes, cultivar las células huésped y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo. Ademas, la
invencion proporciona un método para sintetizar un anticuerpo recombinante de la invencion al cultivar una célula
huésped en un medio de cultivo adecuado hasta que se sintetiza un anticuerpo recombinante. Los anticuerpos
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recombinantes de la invencion pueden producirse mediante el uso de moléculas de acido nucleico correspondientes
a las secuencias de aminoacidos descritas en la presente descripcion. El método puede comprender ademas aislar
el anticuerpo recombinante del medio de cultivo.

Los extremos N y C de las cadenas polipeptidicas de anticuerpos de la presente invencién pueden diferir de la
secuencia esperada debido a modificaciones postraduccionales cominmente observadas. Por ejemplo, los residuos
C-terminal de lisina a menudo faltan en las cadenas pesadas de anticuerpos. Dick y otros, (2008) Biotechnol.
Bioeng. 100:1132. Los residuos N-terminal de glutamina y, en menor medida, los residuos de glutamato, se
convierten con frecuencia en residuos de piroglutamato en las cadenas ligera y pesada de los anticuerpos
terapéuticos. Dick y otros, (2007) Biotechnol. Bioeng. 97:544; Liu y otros, (2011) JBC 28611211; Liu y otros, (2011)
J. Biol. Chem. 286:11211.

Il. Conjugados Anticuerpo-Farmaco anti-B7-H3 (ADC)

Los anticuerpos anti-B7-H3 descritos en la presente descripcién pueden conjugarse con un resto de farmaco para
formar un Conjugado Anticuerpo-Farmaco anti-B7-H3 (ADC). Los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) pueden
aumentar la eficacia terapéutica de los anticuerpos en el tratamiento de enfermedades, por ejemplo, cancer, debido
a la capacidad del ADC para administrar selectivamente uno o mas grupos farmacolédgicos a los tejidos diana, tal
como un antigeno asociado al tumor, por ejemplo, tumores que expresan B7-H3. Por tanto, la invencién proporciona
un ADC anti-B7-H3 para uso terapéutico, por ejemplo, en el tratamiento del cancer.

Los ADC anti-B7-H3 de la invencibn comprenden un anticuerpo anti-B7-H3, es decir, un anticuerpo que se une
especificamente a B7-H3, unido a 2 restos de farmaco. La especificidad del ADC se define por la especificidad del
anticuerpo, es decir, anti-B7-H3.

Los términos "farmaco”, "agente" y "resto de farmaco" se usan indistintamente en la presente descripcion. Los
términos "unido" y "conjugado" también se usan indistintamente en la presente descripcion e indican que el
anticuerpo y el resto estan unidos covalentemente.

En la presente invencion, el ADC de las reivindicaciones tiene la siguiente férmula general (férmula 1):

(0 ( D—L—LK%:AD

en donde Ab es el anticuerpo, (L) es un enlazador, (D) es un farmaco y LK representa un enlace covalente que
enlaza el enlazador L al anticuerpo Ab; y m es 2. El DAR de un ADC es equivalente a la "m" referida en la Formula .

En la presente invencion, el ADC es:

en donde m es 2 y Ab es un anticuerpo anti-hB7-H3, en donde el anticuerpo Ab comprende un dominio CDR3 de la
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 35, un dominio CDR2 de la
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 34, y un dominio CDR1 de
la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 33; y

un dominio CDR3 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 39,
un dominio CDR2 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 38 y
un dominio CDR1 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 37.

Ill. A. ADC anti-B7-H3: Inhibidores de Bcl-xL, Enlazadores, Sintones, y Métodos de Fabricacién de Estos

Las vias apoptéticas desreguladas también se han implicado en la patologia del cancer. La implicacion de que la
apoptosis regulada negativamente (y mas particularmente la familia de proteinas Bcl-2) esta involucrada en la
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aparicion de malignidad cancerosa ha revelado una nueva forma de dirigirse a esta enfermedad aln esquiva. La
investigacion ha demostrado, por ejemplo, que las proteinas antiapoptéticas, Bcl 2 y Bcl-xL, se sobreexpresan en
muchos tipos de células cancerosas. Véase, Zhang, 2002, Nature Reviews/Drug Discovery 1:101; Kirkin y otros,
2004, Biochimica Biophysica Acta 1644:229-249; y Amundson y otros, 2000, Cancer Research 60:6101-6110. El
efecto de esta desregulacién es la supervivencia de células alteradas que de cualquier otra manera habrian sufrido
apoptosis en condiciones normales. Se cree que la repeticién de estos defectos asociados con la proliferacién no
regulada es el punto de partida de la evolucién cancerosa.

La descripcion se refiere a los ADC anti-hB7-H3 que comprenden un anticuerpo anti-hB7-H3 conjugado con un
farmaco mediante un enlazador, en donde el farmaco es un inhibidor de Bcl-xL como se definié en la reivindicaciéon
1.

I1lLA.1. Inhibidores de Bcl-xL

Un aspecto de la presente descripcion se refiere a los inhibidores de Bcl-xL que tienen baja permeabilidad celular.
Los compuestos son generalmente de naturaleza heterociclica e incluyen uno o mas grupos solubilizantes que
imparten a los compuestos una alta solubilidad en agua y baja permeabilidad celular. Los grupos solubilizantes son
generalmente grupos que son capaces de formar puentes de hidrégeno, formar interacciones dipolo-dipolo y/o que
incluyen un polimero de polietilenglicol que contiene de 1 a 30 unidades, uno o mas polioles, una o mas sales, o uno
0 mMas grupos que se cargan a pH fisiolégico.

Los inhibidores de Bcl-xL se unen e inhiben las proteinas antiapoptéticas Bcl-xL, lo que induce la apoptosis. La
capacidad de los inhibidores especificos de Bcl-xL para unirse e inhibir la actividad de Bcl-xL puede confirmarse en
ensayos de unién y actividad estandar, incluidos, por ejemplo, los ensayos de unién de TR-FRET Bcl-xL descritos en
Tao y otros, 2014, ACS Med. Chem. Lett., 5:1088-1093. En el Ejemplo 4, méas abajo, se proporciona un ensayo de
union de TR-FRET Bcl-xL especifico que puede usarse para confirmar la uniéon de Bcl-xL. Tipicamente, los
inhibidores de Bcl-XL (tiles como inhibidores per se y en los ADC descritos en la presente descripcion exhibiran una
Ki en el ensayo de union del Ejemplo 5 de menos de aproximadamente 1 nM, pero pueden exhibir una K;
significativamente menor, por ejemplo, una Ki de menos de aproximadamente 1, 0,1 o incluso 0,01 nM.

La actividad inhibidora de Bcl-xL también puede confirmarse en ensayos de citotoxicidad basados en células
estandar, tal como los ensayos de citotoxicidad celular FL5.12 y Molt-4 descritos en Tao y otros, 2014, ACS Med.
Chem. Lett., 5:1088-1093. En los Ejemplos 5 y 6, a continuacidn, se proporciona un ensayo de citotoxicidad celular
Molt-4 especifico que puede usarse para confirmar la actividad inhibidora de Bcl-xL de inhibidores especificos de
Bcl-xL que pueden penetrar las membranas celulares. Tipicamente, tales inhibidores de Bcl-XL en células
permeable exhibiran una ECso de menos de aproximadamente 500 nM en el ensayo de citotoxicidad Molt-4 de los
Ejemplos 5 y 6, pero pueden exhibir un disminuir significativamente ECso, por ejemplo, una ECso de menos de
aproximadamente 250, 100, 50, 20, 10 o incluso 5 nM.

Debido a la presencia de grupos solubilizantes, se espera que muchos de los inhibidores de Bcl-xL descritos en la
presente descripcion, presenten una permeabilidad celular baja o muy baja y, por lo tanto, no produzcan una
actividad significativa en ciertos ensayos celulares debido a la incapacidad del compuesto para atravesar la
membrana de la célula, incluido el ensayo de toxicidad celular Molt-4 de los Ejemplos 5 y 6. La actividad inhibidora
de Bcl-xL de los compuestos que no atraviesan libremente las membranas celulares puede confirmarse en ensayos
celulares con células permeabilizadas. El proceso de permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa
(MOMP) esta controlado por las proteinas de la familia Bcl-2. Especificamente, la MOMP es promovida por las
proteinas proapoptoéticas de la familia Bcl-2 Bax y Bak que, tras la activacién, se oligomerizan en la membrana
mitocondrial externa y forman poros, lo que conduce a la liberacion del citocromo c (cyt c). La liberacion del cyt ¢
desencadena la formulacién del apoptosoma que, a su vez, da como resultado la activacion de la caspasa y otros
eventos que obligan a la célula a sufrir una muerte celular programada (véase, Goldstein y otros, 2005, Cell Death
and Differentiation 12:453-462). La accién de oligomerizacion de Bax y Bak es antagonizada por los miembros
antiapoptéticos de la familia Bcl-2, incluidos Bcl-2 y Bcl-xL. Los inhibidores de Bcl-xL, en células que dependen de
Bcl-xL para sobrevivir, pueden provocar la activacion de Bax y/o Bak, MOMP, liberacion del cyt ¢ y eventos
posteriores que conducen a la apoptosis. El proceso de liberacién del cyt ¢ puede medirse mediante transferencia de
Western de fracciones de células tanto mitocondriales como citosélicas y usarse como medida indirecta de la
apoptosis en las células.

Como un medio para detectar la actividad inhibidora de Bcl-xL y la consiguiente liberacion del cyt ¢ para inhibidores
de Bcl-xL con baja permeabilidad celular, las células pueden tratarse con un agente que provoca la formacion
selectiva de poros en la membrana plasmatica, pero no en la mitocondrial. Especificamente, la relacién
colesterol/fosfolipidos es mucho mas alta en la membrana plasmatica que en la membrana mitocondrial. Como
resultado, una incubacidn corta con concentraciones bajas del detergente digitonina dirigido por colesterol
permeabiliza selectivamente la membrana plasmatica sin afectar significativamente a la membrana mitocondrial.
Este agente forma complejos insolubles con el colesterol que conducen a la segregacion del colesterol de sus sitios
normales de unién a los fosfolipidos. Esta accion, a su vez, conduce a la formacién de agujeros de
aproximadamente 40-50 A de ancho en la bicapa lipidica. Una vez que la membrana plasmatica esta
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permeabilizada, los componentes citosdlicos capaces de pasar por los agujeros formados por la digitonina pueden
eliminarse por lavado, incluido el citocromo C que se liber6 de las mitocondrias al citosol en las células apoptéticas
(Campos, 2006, Citometry A 69(6):515-523).

Tipicamente, los inhibidores de Bcl-XL rendirdn una ECso de menos de aproximadamente 10 nM en el ensayo con
cyt ¢ permeabilizado en células Molt-4 de los Ejemplos 5 y 6, aunque los compuestos pueden exhibir
significativamente um menor ECso, por ejemplo, menos de aproximadamente 5, 1 o incluso 0,5 nM. Como se
demuestra en el Ejemplo 6, los inhibidores de Bcl-xL que tienen una permeabilidad celular baja o muy baja que no
muestran actividad en el ensayo de toxicidad celular estandar con Molt-4 con células no permeables exhiben una
potente actividad funcional, medida por la liberacién del cyt ¢, en los ensayos de citotoxicidad celular con células
permeabilizadas. Ademas de la liberacion del citocromo c, las mitocondrias que sufren apoptosis pierden con
frecuencia su potencial de membrana mitocondrial transmembrana (Bouchier-Hayes y otros, 2008, Methods 44(3):
222-228). JC-1 es un colorante catiénico de carbocianina que se acumula en las mitocondrias y se vuelve rojo
fluorescente cuando las mitocondrias estan sanas y se pierde cuando la membrana mitocondrial esta comprometida
(por ciento de despolarizacion; Smiley y otros, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 3671-3675; Reers y otros, 1991:
Biochemistry, 30: 4480-4486). Esta pérdida de sefial puede detectarse en células permeabilizadas mediante el uso
de un fluorimetro (excitacion 545 nm y emisién de 590 nm) y, por lo tanto, es totalmente cuantitativa, mejorando
tanto la reproducibilidad como el rendimiento. Tipicamente, los inhibidores de Bcl-XL rendiran una ECso de menos de
aproximadamente 10 nM en el ensayo JC-1 permeabilizado en células Molt-4 de los Ejemplos 5 y 6, aunque los
compuestos pueden exhibir significativamente un menor ECsp, por ejemplo, menos de aproximadamente 5, 1, 0,5 o
incluso 0,05 nM. Como se demuestra en el Ejemplo 6, los inhibidores de Bcl-xL que tienen una permeabilidad celular
baja 0 muy baja que no exhiben actividad en el ensayo de toxicidad celular estandar con Molt-4 con células no
permeables exhiben una potente actividad funcional, medida por su pérdida del potencial de membrana mitocondrial
transmembrana en el ensayo JC-1, en ensayos de citotoxicidad celular con células permeabilizadas. Los inhibidores
de Bcl-xL de baja permeabilidad también exhiben una potente actividad cuando se administran a las células en
forma de ADC

Aungue muchos de los inhibidores de Bcl-xL de la presente descripcion inhiben selectiva o especificamente Bcl-xL
sobre otras proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2, no es necesaria la inhibicion selectiva y/o especifica de Bcl-
xL. Los inhibidores de Bcl-xL y los ADC que comprenden los compuestos también pueden, ademas de inhibir Bcl-xL,
inhibir una 0 méas de otras proteinas antiapoptoéticas de la familia Bcl-2, tales como, por ejemplo, Bcl-2. En algunas
modalidades, los inhibidores de Bcl-xL y/o ADC son selectivos y/o especificos para Bcl-xL. Por especifico o selectivo
se entiende que el inhibidor de Bcl-xL y/o ADC particular se une o inhibe Bcl-xL en mayor medida que Bcl-2 en
condiciones de ensayo equivalentes. En modalidades especificas, los inhibidores de Bcl-xL y/o ADC exhiben en el
intervalo de aproximadamente 10 veces, 100 veces o incluso mayor especificidad o selectividad para Bcl-xL que Bcl-
2 en ensayos de union.

I1lLA.2. Enlazadores Bcl-xL

En los ADC descritos en la presente descripcién, los inhibidores de Bcl-xL se unen al anticuerpo mediante
enlazadores.

Como apreciaran los expertos en la materia, los enlazadores unen los inhibidores de Bcl-xL al anticuerpo formando
un enlace covalente al inhibidor de Bcl-xL en un lugar y un enlace covalente al anticuerpo en otro. Los enlaces
covalentes se forman por reaccion entre grupos funcionales en el enlazador y grupos funcionales en los inhibidores y
el anticuerpo. Como se usa en la presente descripcion, la expresion "enlazador" pretende incluir (i) formas no
conjugadas del enlazador que incluyen un grupo funcional capaz de unir covalentemente el enlazador a un inhibidor
de Bcl-xL y un grupo funcional capaz de enlazar covalentemente el enlazador a un anticuerpo; (ii) formas
parcialmente conjugadas del enlazador que incluyen un grupo funcional capaz de unir covalentemente el enlazador
a un anticuerpo y que estd enlazado covalentemente a un inhibidor de Bcl-xL, o viceversa; y (iii) formas
completamente conjugadas del enlazador que esta unido covalentemente tanto a un inhibidor de Bcl-xL como a un
anticuerpo.

I11.LA.3. Sintones Bcl-xL ADC

Los sintones conjugados de anticuerpo-farmaco son intermediarios sintéticos que se utilizan para formar los ADC.
Los sintones son generalmente compuestos de acuerdo con la formula estructural (l11):

() D-L-R*

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde D es un inhibidor de Bcl-xL como se describid
anteriormente, L es un enlazador como se describidé anteriormente y R* es un grupo reactivo adecuado para unir el
sintén a un anticuerpo.

Los sintones usados en los Ejemplos de la presente solicitud se enumeran a continuacion en la Tabla B. El sinton de
la presente invencion es el Ejemplo NUm. 2.166 (AAA).
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En la presente invencion, el sintdn es 2.166 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. El nombre del
compuesto del sintén se proporciona mas abajo:

acido 6-(8-(benzold]tiazol-2-ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-3-(1-((3-(2-((((2-(2-((2S,3R,4R,5S,6S)-6-
carboxi-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-il)etilo)-4-((S)-2-((S)-2-(2-((3S,5S)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-
2-0x0-5-((2-sulfoetoxi)metil)pirrolidin-1-il)acetamido)-3-metilbutanamido)propanamido)bencil)oxi)carbonil)((S)-3,4-
dihidroxibutil)amino)etoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)picolinico;

En la presente invencion, el ADC, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es:

OH

Q A
OH o 0 3 b
H : H A5 m
N N N\H/\N NH/
N S H 3 HOLG
P
O
N s S
#OH s}
OH

iy
“

g oH

OH OH

(vi).

en donde m es 2, Ab es un anticuerpo anti-hB7-H3, en donde el anticuerpo anti-hB7-H3 comprende un dominio
CDR3 de la cadena pesada que comprende la secuencia de amino&cidos establecida en SEQ ID NO: 35, un dominio
CDR2 de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 34, y un
dominio CDR1 de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en SEQ ID NO: 33; y
un dominio CDR3 de la cadena ligera que comprende la secuencia de amino&cidos establecida en SEQ ID NO: 39,
un dominio CDR2 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 38, y
un dominio CDR1 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 37; o
un anticuerpo anti-hB7-H3, en donde el anticuerpo anti-hB7H3 comprende una regién variable de la cadena pesada
gue comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 147, y una region variable de la cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 144; o un anticuerpo anti-hB7-H3, en
donde el anticuerpo anti-hB7-H3 comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO: 168, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en
SEQ ID NO:169.

Los inhibidores de Bcl-xL, incluidas las ojivas y los sintones, y los métodos para fabricarlos, se describen en el
documento US 2016/0339117 (AbbVie Inc.).

111.A.4. Métodos de Sintesis de los ADC Bcl-xL

Los inhibidores y sintones de Bcl-xL descritos en la presente descripcién pueden sintetizarse mediante el uso de
técnicas estandar conocidas de quimica organica. En la seccion de Ejemplos se proporcionan los métodos
especificos para sintetizar inhibidores y sintones de Bcl-xL ilustrativos que pueden ser Utiles como guia.

Pueden encontrarse ejemplos de los inhibidores de Bcl-xL, enlazadores y sintones de los mismos, asi como también
los métodos para fabricar los mismos, en la Solicitud de Patente de EE. UU. Nam. US 2016/0339117.

En la seccion de Ejemplos se proporcionan los métodos especificos para sintetizar los ADC ilustrativos descritos en
la presente descripcion.

III.LA.7. Métodos Generales para Sintetizar los ADC anti-B7-H3

La presente invencion también describe un proceso para preparar un ADC anti-B7-H3 de la invencién que
comprende:

tratar un anticuerpo en una solucién acuosa con una cantidad efectiva de un agente reductor de disulfuro a 30-40
°C durante al menos 15 minutos, y luego enfriar la solucién del anticuerpo a 20-27 °C;

afadir a la solucion de anticuerpo reducido una solucién de agua/dimetilsulféxido que comprende sinton 2.166
(Tabla B); ajustar el pH de la solucién a un pH de 7,5 a 8,5;

dejar que la reaccion se desarrolle durante 48 a 80 horas para formar el ADC;

en donde la masa se desplaza en 18 + 2 amu por cada hidrélisis de una succinimida a succinamida medida por
espectrometria de masas por pulverizacion de electrones; y
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en donde el ADC se purifica opcionalmente mediante cromatografia de interaccién hidréfoba.
En determinadas modalidades, el anticuerpo es huAb13v1.

La presente invencion también esta dirigida a un ADC anti-B7-H3 preparado mediante el proceso descrito
anteriormente.

En determinadas modalidades, el ADC anti-B7-H3 descrito en la presente solicitud se forma al poner en contacto un
anticuerpo que se une a un receptor de la superficie celular hB7-H3 o un antigeno asociado a un tumor expresado
en una célula tumoral con un sintén enlazador de farmacos en condiciones en las que el sintdn enlazador de
farmaco se une covalentemente al anticuerpo a través de un resto de maleimida como se muestra en las férmulas

Q).

D—L™-NH ™f
r A

(11D O COH_

en donde D es el farmaco inhibidor de Bcl-xL y L! es la porcion del enlazador no formado a partir de la maleimida; y
en donde el sintdén enlazador de farmaco es el ejemplo 2.166 (Tabla B), o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

I1. Purificacién de los ADC anti-B7-H3

La purificacion de los ADC puede lograrse de tal manera que se recopilen los ADC que tienen ciertos DAR. Por
ejemplo, la resina HIC puede usarse para separar los ADC con alto contenido de farmaco de los ADC que tienen
proporciones 6ptimas de farmaco a anticuerpo (DAR), por ejemplo, un DAR de 4 o menos. Se afiade una resina
hidréfoba a una mezcla de ADC de manera que los ADC no deseados, es decir, los ADC cargados con mas
farmaco, se unen a la resina y puedan eliminarse selectivamente de la mezcla. La separacion de los ADC puede
lograrse poniendo en contacto una mezcla de ADC (por ejemplo, una mezcla que comprende una especie de ADC
cargada con un farmaco de 4 o menos y una especie de ADC cargada con un farmaco de 6 o mas) con una resina
hidr6foba, en donde la cantidad de resina es suficiente para permitir la union de la especie cargada con el farmaco
gue se esta eliminando de la mezcla de ADC. La resina y la mezcla de ADC se mezclan, de manera que la especie
de ADC que se elimina (por ejemplo, una especie cargada con un farmaco de 6 o mas) se une a la resina y puede
separarse de las otras especies de ADC en la mezcla de ADC. La cantidad de resina usada en el método se basa en
una relacién en peso entre la especie a eliminar y la resina, donde la cantidad de resina usada no permite una unién
significativa de la especie cargada de farmaco que se desea. Por tanto, pueden usarse los métodos para reducir el
DAR medio a menos de 4. Ademas, los métodos de purificacién descritos en la presente descripciéon pueden usarse
para aislar los ADC que tengan cualquier intervalo deseado de especies cargadas con farmaco, por ejemplo, una
especie cargada con un farmaco de 4 o menos, una especie cargada con un farmaco de 3 o menos, una especie
cargada con un farmaco de 2 o menos, una especie cargada con un farmaco de 1 o menos.

Determinadas especies de moléculas se unen a una superficie en base a interacciones hidréfobas entre las especies
y una resina hidréfoba. En una modalidad de la presente descripciéon, el método se refiere a un proceso de
purificaciéon que se basa en la mezcla de una resina hidréfoba y una mezcla de ADC, en donde la cantidad de resina
afiadida a la mezcla determina qué especies (por ejemplo, ADC con un DAR de 6 0 mas) se uniran. Después de la
produccién y purificacion de un anticuerpo de un sistema de expresion (por ejemplo, un sistema de expresion de
mamifero), el anticuerpo se reduce y se acopla a un farmaco mediante una reaccién de conjugacion. La mezcla de
ADC resultante a menudo contiene ADC que tienen un intervalo de DAR, por ejemplo, de 1 a 8. La mezcla de ADC
puede purificarse mediante el uso de un proceso, tal como, pero que no se limita a, un proceso por lotes, de manera
gue los ADC que tienen una especie de 2 cargados con farmaco se seleccionan y separan de los ADC que tienen
una carga de farmaco mas alta.

El método de separacién de ADC descrito en la presente descripcion puede realizarse mediante el uso de un
método de purificacidn por lotes. El proceso de purificacion por lotes generalmente incluye afiadir la mezcla de ADC
a la resina hidrofoba en un recipiente, mezclar y, posteriormente, separar la resina del sobrenadante. Por ejemplo,
en el contexto de la purificacion por lotes, puede prepararse una resina hidréfoba o equilibrar con el tampon de
equilibrio deseado. De este modo puede obtenerse una suspension de la resina hidréfoba. A continuacion, la mezcla
de ADC puede ponerse en contacto con la suspension para adsorber las especies especificas de ADC que van a
separarse mediante la resina hidréfoba. La solucion que comprende los ADC deseados que no se unen al material
de resina hidréfoba puede separarse entonces de la suspensién, por ejemplo, mediante filtracion o dejando que la
suspension se asiente y eliminando el sobrenadante. La suspension resultante puede someterse a una 0 mas
etapas de lavado. Para eluir los ADC unidos, puede disminuirse la concentracion de sal.

Alternativamente, la purificacion puede realizarse mediante el uso de un proceso de circulacion, mediante el cual la
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resina se empaqueta en un recipiente y la mezcla de ADC se pasa sobre el lecho de la resina hidréfoba hasta que
se hayan eliminado las especies especificas de ADC que van a separarse. El sobrenadante (que contiene las
especies de ADC deseadas) se bombea luego desde el recipiente y el lecho de resina puede someterse a etapas de
lavado.

Alternativamente, puede usarse un proceso de flujo continuo para purificar una mezcla de ADC para llegar a una
composicion que comprende una mayoria de ADC que tienen un cierto DAR deseado. En un proceso de flujo
continuo, la resina se empaqueta en un recipiente, por ejemplo, una columna, y la mezcla de ADC se pasa sobre la
resina empaquetada de manera que la especie de ADC deseada no se una sustancialmente a la resina y fluya a
través de la resina, y la especie de ADC no deseada se una a la resina. Un proceso de flujo continuo puede
realizarse en un modo de un solo paso (donde las especies de ADC de interés se obtienen como resultado de un
solo paso a través de la resina del recipiente) o en un modo de multiples pasos (donde las especies de ADC de
interés son obtenidas como resultado de mdltiples pasos a través de la resina del recipiente). El proceso de flujo
continuo se realiza de manera que el peso de resina seleccionada se una a la poblacién de ADC no deseados y los
ADC deseados (por ejemplo, DAR 2-4) fluyen sobre la resina y se recogen en el flujo continuo después de uno o
varios pasos.

Después de un proceso de flujo continuo, la resina puede lavarse con uno o mas lavados siguientes para recuperar
los ADC que tengan el intervalo de DAR deseado (que se encuentra en el filtrado de lavado). Por ejemplo, pueden
usarse una pluralidad de lavados que tienen una conductividad decreciente para recuperar adicionalmente los ADC
que tienen el DAR de interés. El material de elucién obtenido del lavado de la resina puede combinarse
posteriormente con el filtrado resultante del proceso de flujo continuo para mejorar la recuperacion de los ADC que
tienen el DAR de interés.

Los métodos de purificacion por lotes, de circulacion y de flujo a través del proceso antes mencionados se basan en
el uso de una resina hidr6foba para separar las especies de ADC con carga alta de farmaco frente a baja. La resina
hidr6foba comprende grupos hidréfobos que interactian con las propiedades hidréfobas de los ADC. Los grupos
hidréfobos en el ADC interactian con los grupos hidréfobos dentro de la resina hidr6foba. Cuanto més hidr6foba sea
una proteina, mas fuerte interactuara con la resina hidréfoba.

La resina hidr6foba normalmente comprende una matriz de base (por ejemplo, agarosa reticulada o material de
copolimero sintético) a la que se acoplan ligandos hidréfobos (por ejemplo, grupos alquilo o arilo). Muchas resinas
hidr6fobas estan disponibles comercialmente. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, Phenyl Sepharose™ 6
Fast Flow con sustitucion alta o baja (Pharmacia LKB Biotechnology, AB, Suecia); Phenyl Sepharose™ de Alto
Rendiminento (Pharmacia LKB Biotechnology, AB, Suecia); Octil Sepharose™ de Alto Rendimiento (Pharmacia LKB
Biotechnology, AB, Suecia); Columnas Fractogel™ EMD Propil o Fractogel™ EMD Fenil (E. Merck, Alemania);
Soportes de Macro-Prep™ Metil o Macro-Prep™ de t-butilo (Bio-Rad, California); WP HI-Propil (C3)™ (J.T. Baker,
Nueva Jersey); y Toyopearl™ éter, hexilo, fenilo o butilo (TosoHaas, PA). En una modalidad, la resina hidr6foba es
una resina hidréfoba de butilo. En otra modalidad, la resina hidr6foba es una resina hidréfoba de fenilo. En otra
modalidad, la resina hidréfoba es una resina hidr6foba de hexilo, una resina hidré6foba de octilo o una resina
hidr6foba de decilo. En una modalidad, la resina hidr6foba es un polimero metacrilico que tiene ligandos n-butilo (por
ejemplo, TOYOPEARL® Butil-600M).

Los métodos adicionales para purificar las mezclas de ADC para obtener una composicién que tenga un DAR
deseado se describen en la Solicitud de Estados Unidos Num. 14/210,602 (Solicitud Publicacion de Patente de EE.
UU. Nim. US 2014/0286968).

En determinadas modalidades de la invencién, los ADC descritos en la presente descripcion que tienen un DAR2 se
purifican a partir de los ADC que tienen DAR mas altos o0 mas bajos. Tales ADC DAR2 purificados se denominan en
la presente descripcion "E2". Métodos de purificacion para lograr una composicion que tenga ADC E2 anti-B7-H3. En
una modalidad, la invencion proporciona una composicién que comprende una mezcla de ADC, en donde al menos
el 75 % de los ADC son ADC anti-B7H3 (como los descritos en la presente descripcion) que tienen un DAR2. En otra
modalidad, la invencién proporciona una composicion que comprende una mezcla de ADC, en donde al menos el 80
% de los ADC son ADC anti-B7H3 (como los descritos en la presente descripcion) que tienen un DAR2. En otra
modalidad, la invencién proporciona una composiciéon que comprende una mezcla de ADC, en donde al menos el 85
% de los ADC son ADC anti-B7H3 (como los descritos en la presente descripcion) que tienen un DAR2. En otra
modalidad, la invencion proporciona una composicion que comprende una mezcla de ADC, en donde al menos el 90
% de los ADC son ADC anti-B7H3 (como los descritos en la presente descripcion) que tienen un DAR2.

IV. Usos de Anticuerpos anti-B7-H3 y ADC anti-B7-H3

Los ADC de la invencion preferentemente son capaces de neutralizar la actividad de la B7-H3 humana tanto in vivo
como in vitro. En consecuencia, tales ADC de la invencion pueden usarse para inhibir la actividad de hB7-H3, por
ejemplo, en un cultivo celular que contiene hB7-H3, en sujetos humanos o en otros sujetos mamiferos que tienen
B7-H3 con el que un anticuerpo de la invenciéon reacciona de forma cruzada. En una modalidad, la invencion
proporciona un método para inhibir la actividad de hB7-H3 que comprende poner en contacto hB7-H3 con un ADC
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de la invencion de manera que se inhiba la actividad de hB7-H3. Por ejemplo, en un cultivo celular que contiene, o
se sospecha que contiene hB7-H3, puede afiadir un anticuerpo o una porcion de anticuerpo del ADC de la invencién
al medio de cultivo para inhibir la actividad de hB7-H3 en el cultivo.

En otra modalidad, de la invenciéon se describe un método para reducir la actividad de hB7-H3 en un sujeto,
ventajosamente de un sujeto que padece una enfermedad o trastorno en el que la actividad de B7-H3 es perjudicial.
La invencidn proporciona los métodos para reducir la actividad de B7-H3 en un sujeto que padece tal enfermedad o
trastorno, el método que comprende administrar al sujeto un ADC de la invencion de manera que se reduce la
actividad de B7-H3 en el sujeto. Preferentemente, la B7-H3 es la B7-H3 humana y el sujeto es un sujeto humano.
Alternativamente, el sujeto puede ser un mamifero que exprese un B7-H3 al que los anticuerpos de la invencion son
capaces de unirse. Ademas, el sujeto puede ser un mamifero en el que se ha introducido B7-H3 (por ejemplo,
mediante la administracién de B7-H3 o mediante la expresion de un transgén B7-H3). Los ADC de la invencion
pueden administrarse a un sujeto humano con fines terapéuticos. Ademas, los ADCS de la invencion pueden
administrarse a un mamifero no humano que exprese un B7-H3 con el que el anticuerpo es capaz de unirse con
fines veterinarios o como modelo animal de enfermedad humana. Con respecto a lo Gltimo, tales modelos animales
pueden ser Utiles para evaluar la eficacia terapéutica de los anticuerpos de la invencion (por ejemplo, prueba de
dosis y cursos de tiempo de administracion).

Como se usa en la presente descripcion, el término "un trastorno en el que la expresion de B7-H3 es perjudicial”
pretende incluir enfermedades y otros trastornos en los que se ha demostrado que se expresa la presencia de B7-
H3 en un sujeto que padece el trastorno, o se ha demostrado que es 0 se sospecha que es responsable de la
fisiopatologia del trastorno o un factor que contribuye al trastorno. Por ejemplo, los ADC de la invencién pueden
usarse para dirigirse a células tumorales que expresan B7-H3. Los ejemplos no limitantes de trastornos que pueden
tratarse con los ADC de la invencién incluyen, pero que no se limitan a, una variedad de canceres que incluyen,
entre otros, cancer de pulmoén de células pequefias, cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), cancer de
mama, cancer de ovario, cancer de pulmén, un glioma, cancer de préstata, cancer de pancreas, cancer de colon,
cancer de cabeza y cuello, leucemia, por ejemplo, leucemia mieloide aguda (AML), linfoma, por ejemplo, linfoma no
Hodgkin (NHL), y céncer de rifion. Otros ejemplos de cancer que pueden tratarse mediante el uso de las
composiciones y métodos descritos en la presente descripcion incluyen carcinoma de células escamosas (por
ejemplo, cancer de pulmén escamoso o cancer de cabeza y cuello escamosos), cancer de mama triple negativo,
cancer de pulmén de células no pequefias, cancer colorrectal y mesotelioma. En una modalidad, los ADC descritos
en la presente descripcion se usan para tratar un tumor soélido, por ejemplo, inhibir el crecimiento o disminuir el
tamafio de un tumor sélido, que sobreexpresa B7-H3 o que es B7-H3 positivo. En una modalidad, la invencion esta
dirigida al tratamiento del cancer de pulmdn escamoso asociado con la expresion de B7-H3. En otra modalidad, los
ADC descritos en la presente descripcion se usan para tratar el cancer de mama triple negativo (TNBC). Las
enfermedades y trastornos descritos en la presente descripcion pueden tratarse con el ADC anti-B7-H3 de la
invencioén, asi como también con composiciones farmacéuticas que comprenden tales ADC anti-B7-H3.

En determinadas modalidades, el cancer puede caracterizarse por tener una sobreexpresién del EGFR. En una
modalidad, los ADC de la invencién pueden usarse para tratar el cancer asociado con una mutacion activadora del
EGFR. Los ejemplos de tales mutaciones incluyen, pero no se limitan a, una mutacion por delecion del exén 19, una
mutacion de sustitucion de un solo punto L858R en el exén 21, una mutacion de un punto T790M y sus
combinaciones.

En determinadas modalidades, los ADC descritos en la presente descripcién se administran a un sujeto que los
necesita para tratar tipos de tumores sélidos avanzados que probablemente presenten niveles elevados de B7-H3.
Los ejemplos de tales tumores incluyen, pero no se limitan a, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de
mama, cancer de ovario, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer de pulmén de células no
pequefias, cancer de mama triple negativo, carcinoma colorrectal y glioblastoma multiforme.

En determinadas modalidades, la invencion incluye un método para inhibir o disminuir el crecimiento de un tumor
sélido en un sujeto que tiene un tumor soélido, dicho método que comprende administrar un ADC anti-B7-H3 descrito
en la presente descripcion, al sujeto que tiene el tumor sélido, de manera que el crecimiento del tumor sélido se
inhibe o disminuye. En determinadas modalidades, el tumor sélido es un carcinoma de pulmoén de células no
pequefias o un glioblastoma. En modalidades adicionales, el tumor sélido es un tumor sélido que expresa B7-H3. En
modalidades adicionales, el tumor soélido es un tumor B7-H3 que se sobreexpresa en tumores soélidos. En
determinadas modalidades, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion se administran a un sujeto que
tiene glioblastoma multiforme, solos o en combinacién con un agente adicional, por ejemplo, radiacion y/o
temozolomida.

En determinadas modalidades, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcién se administran a un sujeto
gue tiene cancer de pulmén de células pequefias, solos 0 en combinacién con un agente adicional, por ejemplo,
ABT-199 (venetoclax).

En determinadas modalidades, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripciéon se administran a un sujeto
gue tiene cancer de pulmon de células no pequefias, solos o en combinaciéon con un agente adicional, por ejemplo,
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un taxano. En determinadas modalidades, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion se administran a
un sujeto que tiene cancer de mama, solos o en combinacién con un agente adicional, por ejemplo, un taxano. En
determinadas modalidades, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion se administran a un sujeto que
tiene cancer de ovario, solos 0 en combinacién con un agente adicional, por ejemplo, un taxano.

Otras terapias de combinacién que se incluyen en la invencion son la administracion de un ADC anti-B7-H3 con un
agente seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo anti-PD1 (por ejemplo, pembrolizumab), un anticuerpo
anti-PD-LI (por ejemplo, atezolizumab), un anticuerpo anti-CTLA-4 (por ejemplo, ipilimumab), un inhibidor de MEK
(por ejemplo, trametinib), un inhibidor de ERK, un inhibidor de BRAF (por ejemplo, dabrafenib), osimertinib, erlotinib,
gefitinib, sorafenib, un inhibidor de CDK?9 (por ejemplo, dinaciclib), un inhibidor de MCL-1, temozolomida, un inhibidor
de Bcl-xL, un inhibidor de Bcl-2 (por ejemplo, venetoclax), ibrutinib, un inhibidor de mTOR (por ejemplo, everolimus),
un inhibidor de PI3K (por ejemplo, buparlisib), duvelisib, idelalisib, un inhibidor de AKT, un inhibidor de HER2 (por
ejemplo, lapatinib), un taxano (por ejemplo, docetaxel, paclitaxel, nab-paclitaxel), venetoclax, un ADC que
comprende una auristatina, un ADC que comprende un PBD (por ejemplo, rovalpituzumab tesirina), un ADC que
comprende un maitansinoide (por ejemplo, TDM1), un agonista de TRAIL, un inhibidor del proteasoma (por ejemplo,
bortezomib) y un inhibidor de la nicotinamida fosforribosiltransferasa (NAMPT).

Las terapias de combinacion incluyen la administracion de un ADC de la invencién antes, al mismo tiempo o
después de la administracion de un agente terapéutico adicional, incluidos los descritos anteriormente.

En determinadas modalidades, la invencion incluye un método para inhibir o disminuir el crecimiento de un tumor
sélido en un sujeto que tiene un tumor soélido que se identific6 como un tumor que expresa B7-H3 o que
sobreexpresa B7-H3, dicho método comprende administrar un ADC anti-B7-H3 descrito en la presente descripcion,
al sujeto que tiene el tumor soélido, de manera que el crecimiento del tumor sélido se inhibe o disminuye. Los
métodos para identificar tumores que expresan B7-H3 (por ejemplo, tumores que sobreexpresan B7-H3) son
conocidos en la técnica e incluyen pruebas y ensayos de validacion aprobados por la FDA. Por ejemplo, el ensayo
B7-H3 es un sistema de kit inmunohistoquimico cualitativo (IHC) usado para identificar la expresién de B7-H3 en
tejidos normales y neoplésicos fijados de forma rutinaria para la evaluaciéon histoldgica. Ademas, los ensayos
basados en PCR también pueden usarse para identificar tumores que sobreexpresan B7-H3. Los productos de PCR
amplificados pueden analizarse posteriormente, por ejemplo, mediante electroforesis en gel mediante el uso de los
métodos estandar conocidos en la técnica para determinar el tamafio de los productos de PCR. Tales pruebas
pueden usarse para identificar tumores que pueden tratarse con los métodos y composiciones descritos en la
presente descripcion.

Cualquiera de los métodos para terapia génica disponibles en la técnica puede usarse de acuerdo con la invencion.
Para revisiones generales de los métodos de terapia génica, véase Goldspiel y otros, 1993, Clinical Pharmacy
12:488-505; Wu y Wu, 1991, Biotherapy 3:87-95; Tolstoshev, 1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596;
Mulligan, Science 260:926-932 (1993); y Morgan y Anderson, 1993, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217; mayo de 1993,
TIBTECH 11(5):155-215. Los métodos comUnmente conocidos en la técnica de la tecnologia de ADN recombinante
que pueden usarse se describen en Ausubel y otros, (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley y
Sons, NY (1993); y Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1990). En el
documento US20050042664 Al se proporciona una descripcion detallada de varios métodos de terapia génica.

En otro aspecto, esta solicitud presenta un método para tratar (por ejemplo, curar, suprimir, mejorar, retrasar o
prevenir el inicio 0 prevenir la recurrencia o recaida) o prevenir un trastorno asociado a B7-H3, en un sujeto. El
método incluye: administrar al sujeto un agente de unién a B7-H3, por ejemplo, un anticuerpo anti-B7-H3 o un
fragmento del mismo como se describid en la presente descripcion, en una cantidad suficiente para tratar o prevenir
el trastorno asociado a B7-H3. El antagonista de B7-H3, por ejemplo, el anticuerpo anti-B7-H3 o un fragmento del
mismo, puede administrarse al sujeto, solo o en combinacion con otras modalidades terapéuticas como se describid
en la presente descripcion.

Los anticuerpos o ADC de la invencion, o porciones de unién a antigeno de los mismos, pueden usarse solos o0 en
combinacion para tratar tales enfermedades. Debe entenderse que los anticuerpos de la invencion o la porcion de
unién a antigeno de los mismos pueden usarse solos 0 en combinacion con un agente adicional, por ejemplo, un
agente terapéutico, seleccionandose dicho agente adicional por el experto en la técnica para su propdsito previsto.
Por ejemplo, el agente adicional puede ser un agente terapéutico reconocido en la técnica como Util para tratar la
enfermedad o afeccién que esté siendo tratada por el anticuerpo de la invencion. El agente adicional también puede
ser un agente que imparta un atributo beneficioso a la composicion terapéutica, por ejemplo, un agente que afecte a
la viscosidad de la composicion.

Debe entenderse ademas que las combinaciones que se incluiran en esta invencién son aquellas combinaciones
Utiles para el propésito pretendido. Los agentes indicados mas abajo son para fines ilustrativos y no pretenden ser
limitantes. Las combinaciones, que son parte de esta invencién, pueden ser los anticuerpos de la invencion y al
menos un agente adicional seleccionado de las listas siguientes. La combinacion también puede incluir mas de un
agente adicional, por ejemplo, dos o tres agentes adicionales si la combinacion es tal que la composicion formada
puede realizar su funcion deseada.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 861499 T3

La terapia de combinacién puede incluir uno 0 mas antagonistas de B7-H3, por ejemplo, anticuerpos anti-B7-H3 o
fragmentos de los mismos, formulados con y/o administrados conjuntamente con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales, por ejemplo, una o mas citoquinas e inhibidores del factor de crecimiento, inmunosupresores, agentes
antiinflamatorios (por ejemplo, agentes antiinflamatorios sistémicos), agentes antifibréticos, inhibidores metabdlicos,
inhibidores de enzimas y/o agentes citotoxicos o citostaticos, inhibidores mitéticos, antibidticos antitumorales,
agentes inmunomoduladores, vectores para terapia génica, agentes alquilantes, agentes antiangiogénicos,
antimetabolitos, agentes que contienen boro, agentes quimioprotectores, hormonas, agentes antihormonales,
corticosteroides, agentes terapéuticos fotoactivos, oligonucleétidos, agentes radiondclidos, inhibidores de
topoisomerasa, inhibidores de quinasas o radiosensibilizadores, como se describié mas en la presente descripcion.

En una modalidad particular, las proteinas de unién anti-B7-H3 descritas en la presente descripcion se usan en
combinacién con un agente anticancerigeno o un agente antineoplasico. Los términos "agente anticancerigeno" y
"agente antineoplasico" se refieren a farmacos usados para tratar neoplasias, tales como crecimientos cancerosos.
La terapia con farmacos puede usarse sola o en combinacion con otros tratamientos tales como cirugia o
radioterapia. Pueden usarse varias clases de medicamentos en el tratamiento del cancer, en dependencia de la
naturaleza del érgano afectado. Por ejemplo, los estrégenos estimulan habitualmente los canceres de mama y
pueden tratarse con farmacos que inactivan las hormonas sexuales. De manera similar, el cancer de prostata puede
tratarse con medicamentos que inactivan los andrégenos, la hormona sexual masculina. Los agentes
anticancerigenos que pueden usarse junto con los ADC anti-B7-H3 de la invencion incluyen, entre otros, un
anticuerpo anti-PDI (por ejemplo, pembrolizumab), un anticuerpo anti-PD-LI (por ejemplo, atezolizumab), un
anticuerpo anti-CTLA-4 (por ejemplo, ipilimumab), un inhibidor de MEK (por ejemplo, trametinib), un inhibidor de
ERK, un inhibidor de BRAF (por ejemplo, dabrafenib), osimertinib (AZD9291), erlotinib, gefitinib, sorafenib, un
inhibidor de CDK9 (por ejemplo, dinaciclib), un inhibidor de MCL-1, temozolomida, un inhibidor de Bcl-xL, un
inhibidor de Bcl-2 (por ejemplo, venetoclax), ibrutinib, un inhibidor de mTOR (por ejemplo, everolimus), un inhibidor
de PI3K (por ejemplo, buparlisib), duvelisib, idelalisib, un inhibidor de AKT, un inhibidor de HER2 (por ejemplo,
lapatinib), Herceptin, un taxano (por ejemplo, docetaxel, paclitaxel, nab-paclitaxel), un ADC que comprende una
auristatina, un ADC que comprende un PBD (por ejemplo, rovalpituzumab tesirina), un ADC que comprende un
maitansinoide (por ejemplo, TDM1), un agonista de TRAIL, un inhibidor del proteasoma (por ejemplo, bortezomib) y
un inhibidor de la nicotinamida fosforribosiltransferasa (NAMPT), asi como también los siguientes agentes:

Agente Comentarios Ejemplos
Anticancerigeno
Anticuerpos Anticuerpos que se unen al IGF-1R (receptor A12 (mAb completamente
del factor de crecimiento tipo 1 similar a la humanizado) 19D12 (mAb
insulina), que se expresa en la superficie completamente humanizado) Cp751-
celular de la mayoria de los canceres humanos 871 (mAb completamente
humanizado)
H7C10 (mAb humanizado) alphalR3
(murino)
ScFV/FC (murino/quimera humana)
EM/164 (murino)
Anticuerpos que se unen al EGFR; Las Matuzumab (EMD72000)
mutaciones que afectan la expresion o la Erbitux® / Cetuximab (Imclone)
actividad del EGFR podrian provocar cancer Vectibix® / Panitumumab (Amgen)
mAb 806
Anticuerpos que se unen a cMET (factor de Nimotuxumab (TheraCIM)
transicion epitelial mesequimal); miembro dela  AVEO (AV299) (AVEO)
familia MET del receptor tirosina quinasa) AMG102 (Amgen)
5D5 (OA-5d5) (Genentech)
H244G11 (Pierre Fabre)
Anticuerpos anti-ErbB3 Ab # 14 (MM 121-14)
Herceptin® (Trastuzumab;
Genentech)
1B4C3; 2D1D12 (U3 Pharma AG)
Moléculas Receptor del factor de crecimiento tipo 1 NVP-AEW541-A
Pequefias similar a la insulina que se expresa en la BMS-536,924 (1H-benzoimidazol-2-il)
Dirigidas a superficie celular de muchos canceres -1H-piridin-2-ona)
IGF1R humanos BMS-554,417
Cycloligan
TAE226
PQ401
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Agente
Anticancerigeno
Moléculas
Pequefias
Dirigidas al EGFR

Moléculas
Pequefias
Dirigidas a los
Antimetabolitos
de Cmet

Agentes
alquilantes
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(continuacién)
Comentarios

EGFR;

La sobreexpresion o las mutaciones que
afectan la expresion o la actividad del EGFR
podrian provocar cancer

cMET  (factor de transicion  epitelial
mesenquimal); miembro de la familia MET de
receptores tirosina quinasa)

Un agente antineoplasico alquilante es un
agente alquilante que une un grupo alquilo al
ADN. Dado que las células cancerosas
generalmente proliferan sin restricciones més
que las células sanas, son mas sensibles al
dafo del ADN, y los agentes alquilantes se
usan clinicamente para tratar una variedad de
tumores.
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Ejemplos

Iressa® / Gefitinib
(AstraZeneca)

Cl-1033 (PD 183805) (Pfizer)
Lapatinib (GW-572016)
(GlaxoSmithKline)

Tykerb® / Ditosilato de Lapatinib
(Smith Kline Beecham)

Tarceva ® / Erlotinib HCL (OSI-774)
(OSI Pharma)

PKI-166 (Novartis)

PD-158780

EKB-569

Tirfostina AG 1478 (4-(3-Cloroanilino)-
6,7-dimetoxiquinazolina)

PHA665752

ARQ 197

Flourouracilo (5-FU)

Capecitabina / XELODA® (HLR
Roche) 5-Trifluorometil-2'-desoxiuridina
Metotrexato de sodio (Trexall) (Barr)
Raltitrexed / Tomudex® (AstraZeneca)
Pemetrexed / Alimta® (Lilly) Tegafur
Arabinésido de Citosina (Citarabina,
Ara-C) / Tioguanina®
(GlaxoSmithKline)

5-azacitidina

6-mercaptopurina (mercaptopurina, 6-
MP)

Azatioprina / Azasan® (AAIPHARMA
LLC)

6-tioguanina (6-TG) / Purinethol®
(TEVA)

Pentostatina / Nipent® (Hospira Inc.)
Fosfato de fludarabina / Fludara®
(Bayer Health Care) Cladribina (2-CdA,
2-clorodesoxiadenosina) / Leustatin®
(Ortho Biotech)

Ribonucledtido Reductasa

Inhibidor (RNR)

Ciclofosfamida / Cytoxan (BMS)
Neosar (TEVA)

Ifosfamida / Mitoxana® (ASTA Medica)
Tiotepa (Bedford, Abraxis, Teva)
BCNU — 1,3-bis(2-cloroetil)-1-
nitosourea CCNU1, -(2-cloroetil)-3-
ciclohexil-1-nitrosourea (metil CCNU)
Hexametilmelamina (Altretaminel
HMM) / Hexalen® (MGI Pharma Inc.)
Busulfan / Myleran (GlaxoSmithKline)
Procarbazina HCL / Matulane (Sigma
Tau

Pharmaceuticals, Inc.)

Dacarbazina (DTIC)

Clorambucil / Leukara® (SmithKline
Beecham)

Melfalan / Alkeran®
(GlaxoSmithKline)

Cisplatino (Cisplatino, CDDP)/Platinol
(Bristol Myers)
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Agente
Anticancerigeno

Inhibidores de la
topoisomerasa

Agentes dirigidos a
los microtUbulos

Inhibidores de
quinasas

Inhibidores de la
sintesis de
proteinas

Agentes
inmunoterapéuticos
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(continuacion)

Comentarios

Los inhibidores de la topoisomerasa son
agentes de quimioterapia disefiados para
interferir con la accién de las enzimas
topoisomerasas (topoisomerasa l y 1), que
son enzimas que controlan los cambios en
la estructura del ADN catalizando la ruptura
y la unién de la cadena principal del
fosfodiéster de las cadenas de ADN durante
el ciclo celular normal.

Los microtibulos son uno de los
componentes del citoesqueleto. Tienen un
diametro de ~24 nm y una longitud que varia
desde varios micrometros hasta
posiblemente milimetros en los axones de
las células nerviosas. Los microtubulos
sirven como componentes estructurales
dentro de las células y estan involucrados
en muchos procesos celulares que incluyen
mitosis, citocinesis y transporte vesicular.

Las quinasas son enzimas que catalizan la
transferencia de grupos fosfato desde
moléculas donantes de fosfato de alta
energia a sustratos especificos, y se utilizan
para transmitir sefiales y regular procesos
complejos en las células.

Induce la apoptosis celular

Inducen a los pacientes con cancer a exhibir
una respuesta inmune
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Ejemplos

Carboplatino/Paraplatino (BMS)
Oxaliplatino/Eloxitan® (Sanofi-
Aventis US)

Doxorrubicina HCL / Doxil® (Alza)
Citrato de daunorrubicina /
Daunoxome® (Gilead)
Mitoxantrona HCL / Novantrone
(EMD Serono)

Actinomicina D

Etopésido / Vepesid® (BMS) /
Etopophos®

(Hospira, Bedford, Teva Parenteral,
etc.)

Topotecan HCL / Hycamtin®
(GlaxoSmithKline)

Tenipésido (VM-26) / Vumon®
(BMS)

Irinotecan HCL (CPT-Il) /
Camptosar®

(Pharmacia y Upjohn)
Vincristina / Oncovin® (Lilly)
Sulfato de vinblastina / Velban®
(descontinuado) (Lilly)

Tartrato de vinorelbina / Navelbine®
(PierreFabre)

Sulfato de vindesina / Eldisine®
(Lilly)

Paclitaxel / Taxol® (BMS)
Docetaxel / Taxotere® (Sanofi
Aventis EE. UU.)

Nanoparticulas de paclitaxel (ABI-
007)/

Abraxane® (Abraxis

BioScience, Inc.)

Ixabepilona / IXEMPRA™ (BMS)
Mesilato de imatinib / Gleevec
(Novartis)

Malato de sunitinib / Sutent®
(Pfizer)

Tosilato de sorafenib / Nexavar®
(Bayer)

Clorhidrato de nilotinib
monohidratado /

Tasigna® (Novartis),
Osimertinib,

Cobimetinib, Trametinib,
Dabrafenib,

Dinaciclib

L-asparaginasa / Elspar®
(Merck & Co.)

Interferén alfa

Inhibidor de la Angiogénesis /
Avastin® (Genentech)

IL-2 — Interleucina 2 (Aldesleucina)
/ Proleucina ® (Quirén)

IL-12 — Interleucina 12
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Agente
Anticancerigeno

Hormonas

Glucocorticoides

Inhibidores
aromaticos
Inhibidores de
mTOR
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(continuacién)
Comentarios

Anticuerpos/moléculas pequefias
moduladoras de puntos de control del
sistema inmune

Las terapias hormonales asociadas con la
menopausia y el envejecimiento buscan
aumentar la cantidad de determinadas
hormonas en su cuerpo para compensar las
disminuciones hormonales relacionadas con
la edad o la enfermedad. La terapia
hormonal como tratamiento del cancer
reduce el nivel de hormonas especificas o
altera la capacidad del cancer de usar estas
hormonas para crecer y diseminarse.

Farmacos antiinflamatorios usados para
reducir la hinchazén que causa el dolor por
cancer.

Incluye imidazoles

la via de sefializacion mTOR se descubri6
originalmente

durante los estudios del agente
inmunosupresor rapamicina. Esta via
altamente conservada regula la proliferacion
y el metabolismo celular en respuesta a
factores ambientales, vinculando la
sefializacion del receptor del factor de
crecimiento celular a través de la
fosfoinositido-3-quinasa (PI-3K) al
crecimiento, la proliferacion y la angiogénesis
celular.
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Ejemplos

Terapias

anti-CTLA-4 y PR-1

Yervoy® (ipilimumab; Bristol-Myers
Squibb)

Opdivo® (nivolumab; Bristol-Myers
Squibb)

Keytrada® (pembrolizumab;
Merck)

Citrato de toremifeno / Fareston®
(GTX, Inc.)

Fulvestrant / Faslodex®
(AstraZeneca)

Raloxifeno HCL / Evista® (Lilly)
Anastrazol / Arimidex®
(AstraZeneca)

Letrozol / Femara® (Novartis)
Fadrozol (CGS 16949A)
Exemestano / Aromasin®
(Pharmacia y Upjohn)

Acetato de leuprolida / Eligard®
(QTL EE. UU))

Lupron® (TAP Pharm) Acetato de
goserelina / Zoladex®
(AstraZeneca)

Pamoato de triptorelina / Trelstar®
(Watson Labs)

Buserelina / Suprefact® (Sanofi
Aventis)

Nafarelina / Synarel® (Pfizer)
Cetrorelix / Cetrotide® (EMD
Serono)

Bicalutamida / Casodex®
(AstraZeneca)

Nilutamida / Nilandron® (Aventis
Pharm.)

Acetato de megestrol / Megace®
(BMS)

Analogos de la somatostatina
(acetato de octredtido /
Sandostatin® (Novartis)
Prednisolona

Dexametasona / Decadron®
(Wyeth)

Ketoconazol

Sirolimus (rapamicina) /

Rapamune® (Wyeth)
Temsirolimus (CCI-779) /
Torisel® (Wyeth)

Deforolimus (AP23573) / (Ariad
Pharm.)

Everolimus (RADOOI) / Certican®
(Novartis)
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Ademas de los agentes anticancerigenos anteriores, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion
pueden administrarse en combinacion con los agentes descritos en la presente descripcion.

En modalidades patrticulares, los ADC anti-B7-H3 pueden administrarse solos o con otro agente anticancerigeno que
actle junto con el anticuerpo o sinérgicamente con él para tratar la enfermedad asociada con la actividad B7-H3.
Tales agentes anticancerigenos incluyen, por ejemplo, agentes bien conocidos en la técnica (por ejemplo,
citotoxinas, agentes quimioterapéuticos, moléculas pequefias y radiacién). Los ejemplos de agentes
anticancerigenos incluyen, pero no se limitan a, Panorex (Glaxo-Welcome), Rituxan (IDEC/Genentech/Hoffman la
Roche), Mylotarg (Wyeth), Campath (Millennium), Zevalin (IDEC y Schering AG), Bexxar (Corixa/GSK), Erbitux
(Imclone/BMS), Avastin (Genentech) y Herceptin (Genentech/Hoffman la Roche). Otros agentes anticancerigenos
incluyen, pero no se limitan a, los descritos en la Patente de Estados Unidos Num. 7,598,028 y la Solicitud
Internacional Nim. WO2008/100624. Pueden administrarse uno o mas agentes anticancerigenos simultdneamente o
antes o después de la administracion de un anticuerpo o parte de la invencién que se une al antigeno.

En modalidades particulares de la invencion, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion pueden
usarse en una terapia de combinaciéon con un agente apoptético, tal como un inhibidor de Bcl-xL o un inhibidor de
Bcl-2 (linfoma 2 de células B) (por ejemplo, ABT-199 (venetoclax)) para tratar el cancer, tal como la leucemia, en un
sujeto. En una modalidad, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion pueden usarse en una terapia de
combinacion con un inhibidor de Bcl-xL para tratar el cdncer. En una modalidad, los ADC anti-B7-H3 descritos en la
presente descripcion pueden usarse en una terapia de combinacion con venetoclax para tratar el cancer.

En modalidades particulares de la invencién, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion pueden
usarse en una terapia de combinacién con un inhibidor de NAMPT (véanse los ejemplos de inhibidores en el
documento US 2013/0303509; AbbVie, Inc.) para tratar a un sujeto que lo necesite. NAMPT (también conocido como
factor potenciador de colonias de células B (PBEF) y visfatina) es una enzima que cataliza la fosforribosilacién de la
nicotinamida y es la enzima limitante de la velocidad en una de las dos vias que recuperan NAD. En una modalidad
de la invencion, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcién se administran en combinacién con un
inhibidor de NAMPT para el tratamiento del cancer en un sujeto.

En modalidades particulares de la invencion, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion pueden
usarse en una terapia de combinacion con SN-38, que es el metabolito activo del inhibidor de la topoisomerasa
irinotecan.

En otras modalidades de la invencion, los ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion pueden usarse en
una terapia de combinacion con un inhibidor de PARP (poli ADP ribosa polimerasa), por ejemplo, veliparib, para
tratar el cancer, incluido el de mama, ovario y el cancer de pulmoén de células no pequefias.

Otros ejemplos de agentes terapéuticos adicionales que pueden administrarse conjuntamente y/o formularse con los
ADC anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion, incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de: esteroides
inhalados; beta-agonistas, por ejemplo, beta-agonistas de accién corta o de accion prolongada; antagonistas de
leucotrienos o receptores de leucotrienos; combinacion de farmacos tal como ADVAIR; inhibidores de IgE, por
ejemplo, anticuerpos anti-IgE (por ejemplo, XOLAIR®, omalizumab); inhibidores de fosfodiesterasa (por ejemplo,
inhibidores de PDE4); xantinas; farmacos anticolinérgicos; agentes estabilizadores de mastocitos tales como
cromoglicato; inhibidores de IL-4; inhibidores de IL-5; inhibidores de eotaxina/CCR3; antagonistas de la histamina o
sus receptores, incluidos H1, H2, H3 y H4, y antagonistas de la prostaglandina D, o sus receptores (DP1 y CRTH2).
Tales combinaciones pueden usarse para tratar, por ejemplo, el asma y otros trastornos respiratorios. Otros
ejemplos de agentes terapéuticos adicionales que pueden administrarse conjuntamente y/o formularse con los ADC
anti-B7-H3 descritos en la presente descripcion, incluyen, pero no se limitan a, uno 0 mas de un anticuerpo anti-PD1
(por ejemplo, pembrolizumab), un anticuerpo anti-PD-LI (por ejemplo, atezolizumab), un anticuerpo anti-CTLA-4 (por
ejemplo, ipilimumab), un inhibidor de MEK (por ejemplo, trametinib), un inhibidor de ERK, un inhibidor de BRAF (por
ejemplo, dabrafenib), osimertinib (AZD9291), erlotinib, gefitinib, sorafenib, un inhibidor de CDK9 (por ejemplo,
dinaciclib), un inhibidor de MCL-1, temozolomida, un inhibidor de Bcl-xL, un inhibidor de Bcl-2 (por ejemplo,
venetoclax), ibrutinib, un inhibidor de mTOR (por ejemplo, everolimus), un inhibidor de PI3K (por ejemplo, buparlisib),
duvelisib, idelalisib, un inhibidor de AKT, un inhibidor de HER2 (por ejemplo, lapatinib), Herceptin, un taxano (por
ejemplo, docetaxel, paclitaxel, nab-paclitaxel), un ADC que comprende una auristatina, un ADC que comprende un
PBD (por ejemplo, rovalpituzumab tesirina), un ADC que comprende un maitansinoide (por ejemplo, TDM1), un
agonista de TRAIL, un inhibidor del proteasoma (por ejemplo, bortezomib) y un inhibidor de la nicotinamida
fosforribosiltransferasa (NAMPT). Los ejemplos adicionales de agentes terapéuticos que pueden administrarse
conjuntamente y/o formularse con uno 0 mas anticuerpos anti-B7-H3 o fragmentos de los mismos incluyen uno o
mas de: antagonistas del TNF (por ejemplo, un fragmento soluble de un receptor de TNF, por ejemplo, p55 o
receptor de TNF humano p75 o derivados del mismo, por ejemplo, TNFR-IgG de 75 kD (proteina de fusion de
receptor de TNF-IgG de 75 kD, ENBREL)); antagonistas de la enzima TNF, por ejemplo, inhibidores de la enzima
convertidora de TNF (TACE); antagonistas de los receptores muscarinicos; antagonistas del TGF-beta; interferén
gamma; perfenidona; agentes quimioterapéuticos, por ejemplo, metotrexato, leflunomida o un sirolimus (rapamicina)
0 un analogo de los mismos, por ejemplo, CCI-779; inhibidores de COX2 y cPLA2; NSAID; inmunomoduladores;
inhibidores de p38, inhibidores de TPL-2, MK-2 y NFkB, entre otros.
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Otras combinaciones preferidas son farmacos antiinflamatorios supresores de citocinas (CSAID); anticuerpos o
antagonistas de otras citocinas o factores de crecimiento humanos, por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-15, IL-16, IL-18, IL-21, IL-31, interferones, EMAP-Il, GM-CSF, FGF, EGF, PDGF y edotelina-1, asi como
también los receptores de estas citocinas y factores de crecimiento. Los anticuerpos de la invencién, o porciones de
unién a antigeno de los mismos, pueden combinarse con anticuerpos contra moléculas de la superficie celular tales
como CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80 (B7.1), CD86 (B7.2), CD90, CTLA,
CTLA-4, PD-1 o sus ligandos, incluido CD154 (gp39 o CD40L).

Las combinaciones preferidas de agentes terapéuticos pueden interferir en diferentes puntos de la cascada
inflamatoria; los ejemplos preferidos incluyen antagonistas de TNF tal como anticuerpos de TNF quiméricos,
humanizados o humanos, adalimumab, (HUMIRA; D2E7; Solicitud PCT Num. WO 97/29131 y Patente de los
Estados Unidos Num. 6.090.382), CA2 (Remicade TM), CDP 571 y receptores solubles de TNF p55 o p75,
derivados, de los mismos (p75TNFR1gG (EnbrelTM) o p55TNFR1gG (Lenercept), y también inhibidores de la
enzima convertidora de TNF (TACE); de manera similar, los inhibidores de IL-1 (inhibidores de la enzima
convertidora de interleucina-1, IL-1RA, etc.) pueden ser efectivos por la misma razén. Otras combinaciones
preferidas incluyen Interleucina 4.

[01] Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir una "cantidad terapéuticamente efectiva” o
una "cantidad profilacticamente efectiva" de un anticuerpo o porciéon de anticuerpo de la invencién. Una "cantidad
terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, en las dosis y durante los periodos de tiempo
necesarios, para lograr el resultado terapéutico deseado. Una persona experta en la técnica puede determinar una
cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o porcién de anticuerpo y puede variar de acuerdo con los
factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la capacidad del
anticuerpo o la porcion de anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
terapéuticamente efectiva es también aquella en la que los efectos terapéuticamente beneficiosos superan los
efectos toxicos o perjudiciales del anticuerpo, o porcion de anticuerpo. Una "cantidad profilacticamente efectiva" se
refiere a una cantidad efectiva, en las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado
profilactico deseado. Normalmente, dado que se usa una dosis profilactica en sujetos antes o en una etapa mas
temprana de la enfermedad, la cantidad profilacticamente efectiva sera menor que la cantidad terapéuticamente
efectiva.

Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (por ejemplo, una
respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, puede administrarse un solo bolo, pueden administrarse varias
dosis divididas a lo largo del tiempo o la dosis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente segun lo indiquen
las exigencias de la situaciéon terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en
forma de unidad de dosificacién para facilitar la administracion y uniformidad de la dosificacion. La forma de unidad
de dosificacién, como se usa en la presente descripcion, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas
como dosis unitarias para los sujetos mamiferos a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de
compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el portador farmacéutico
requerido. La especificacion de las formas unitarias de dosificacion de la invencion estd dictada y depende
directamente de (a) las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico o profilactico particular
gue desea lograrse, y (b) las limitaciones inherentes a la técnica de preparar tal compuesto activo para el tratamiento
de la sensibilidad en individuos.

Un intervalo ilustrativo, no limitativo, para una cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva de un ADC es 0,1-20
mg/kg, con mayor preferencia 1-10 mg/kg. En una modalidad, la dosis del ADC descrito en la presente descripcion
es de 1 a 6 mg/kg, incluidas las dosis individuales enumeradas en el mismo, por ejemplo, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3
mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg y 6 mg/kg. En otra modalidad, la dosis del ADC descrito en la presente descripcion es de 1
a 200 pg/kg, incluidas las dosis individuales enumeradas en el mismo, por ejemplo, 1 pg/kg, 2 pg/kg, 3 pg/kg, 4
pa/kg, 5 pa/kg, 10 pg/kg, 20 pg/kg, 30 pg/kg, 40 pg/kg, 50 pg/kg, 60 pg/kg, 80 pg/kg, 100 pg/kg, 120 pg/kg, 140
po/kg, 160 pg/kg, 180 pg/kg y 200 pg/kg. Cabe sefalar que los valores de dosis pueden variar con el tipo y la
gravedad de la afeccién que se va a aliviar. Debe entenderse ademas que, para cualquier sujeto en particular, los
regimenes de dosificacion especificos deben ajustarse con el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el
juicio profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las composiciones, y que los
intervalos de dosificacién establecidos en la presente descripcidn son Unicamente ilustrativos y no pretenden limitar
el alcance o la practica de la composicién reivindicada.

En una modalidad, un ADC anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por ejemplo, un sujeto que tiene
cancer, a una dosis de 0,1 a 30 mg/kg. En otra modalidad, el anticuerpo anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo
necesita, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un ADC a una dosis de 1 a 15 mg/kg. En otra modalidad, el
anticuerpo anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un
ADC a una dosis de 1 a 10 mg/kg. En otra modalidad, el anticuerpo anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo
necesita, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un ADC a una dosis de 2 a 3. En otra modalidad, el
anticuerpo anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un
ADC a una dosis de 1 a 4 mg/kg.
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En una modalidad, un ADC anti-B7-H3 descrito en la presente descripcion se administra a un sujeto que lo necesita,
por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como ADC a una dosis de 1 a 200 pg/kg. En otra modalidad, el anticuerpo
anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un ADC a una
dosis de 5 a 150 pg/kg. En otra modalidad, el anticuerpo anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por
ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un ADC a una dosis de 5 a 100 pg/kg, En otra modalidad, el anticuerpo
anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un ADC a una
dosis de 5 a 90 pg/kg. En otra modalidad, el anticuerpo anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por
ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un ADC a una dosis de 5 a 80 pg/kg. En otra modalidad, el anticuerpo
anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un ADC a una
dosis de 5 a 70 pg/kg. En otra modalidad, el anticuerpo anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por
ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un ADC a una dosis de 5 a 60 mg/kg. En otra modalidad, el anticuerpo
anti-B7-H3 se administra a un sujeto que lo necesita, por ejemplo, un sujeto que tiene cancer, como un ADC a una
dosis de 10 a 80 pg/kg.

Las dosis descritas anteriormente pueden ser Utiles para la administracion de anti-B7-H3 descrito en la presente
descripcion.

Dada su capacidad para unirse a la B7-H3 humana, los anticuerpos anti-B7-H3 humano, o porciones de los mismos
(asi como también sus ADC) pueden usarse para detectar B7-H3 humano (por ejemplo, en una muestra bioldgica,
tal como suero o plasma), mediante el uso de un inmunoensayo convencional, tal como un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA) o inmunohistoquimica tisular. En un
aspecto, la invencién proporciona un método para detectar la B7-H3 humana en una muestra biolégica que
comprende poner en contacto una muestra biolégica con un anticuerpo o porcidon de anticuerpo y detectar el
anticuerpo (o porcion de anticuerpo) unido a la B7-H3 humana o el anticuerpo no unido (o porcién de anticuerpo),
para asi detectar la B7-H3 humana en la muestra bioldgica. El anticuerpo se marca directa o indirectamente con una
sustancia detectable para facilitar la deteccién del anticuerpo unido o no unido. Las sustancias detectables
adecuadas incluyen varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes y
materiales radiactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rdbano picante, fosfatasa
alcalina, B-galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos protésicos adecuados incluyen
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina, fluoresceina, cloruro de dansilo o
ficoeritrina; un ejemplo de material luminiscente incluye luminol; y los ejemplos de material radiactivo adecuado
incluyen 3H, 14C, 3531 9°Y, 99Tc, 111y 125|’ 131|’ 177|_u, IGGHO’ 0 1535m.

Como alternativa al marcaje del anticuerpo, la B7-H3 humana puede ensayarse en fluidos biol6gicos mediante un
inmunoensayo de competicion mediante el uso de los patrones de rhB7-H3 marcados con una sustancia detectable
y un anticuerpo anti-B7-H3 humano no marcado. En este ensayo, la muestra bioldgica, los patrones de rhB7-H3
marcados y el anticuerpo anti-B7-H3 humano se combinan y se determina la cantidad de patrén de rhB7-H3
marcado unido al anticuerpo no marcado. La cantidad de la B7-H3 humana en la muestra biolégica es inversamente
proporcional a la cantidad de patron de rhB7-H3 marcado unido al anticuerpo anti-B7-H3. De manera similar, la B7-
H3 humana también puede ensayarse en fluidos biol6gicos mediante un inmunoensayo de competicion mediante el
uso de patrones de rhB7-H3 marcados con una sustancia detectable y un anticuerpo anti-B7-H3 humano no
marcado.

VI. Composiciones Farmacéuticas

La invencion también proporciona las composiciones farmacéuticas que comprenden un ADC de la invencién y un
portador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas que comprenden los ADC de la invencién
se usan en, pero no se limitan a, diagnosticar, detectar o controlar un trastorno, para prevenir, tratar, controlar o
mejorar un trastorno o uno o mas sintomas del mismo, y/o en investigacion. En otra modalidad, la composicion
farmacéutica comprende uno o mas ADC de la invencion y uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos distintos
de los ADC de la invencién para tratar un trastorno en el que la actividad de B7-H3 es perjudicial. Preferentemente,
los agentes profilacticos o terapéuticos que se sabe que son Utiles para la prevencién, el tratamiento, la gestiéon o la
mejora de un trastorno o uno o mas sintomas del mismo, o que se han usado o se estan usando actualmente. De
acuerdo con estas modalidades, la composicién puede comprender ademas un portador, diluyente o excipiente.

Los ADC de la invencién pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas adecuadas para su administracion a
un sujeto. Tipicamente, la composicién farmacéutica comprende un anticuerpo o una porcion de anticuerpo de la
invencion y un portador farmacéuticamente aceptable. Como se usa en la presente descripcion, "portador
farmacéuticamente aceptable" incluye todos y cada uno de los solventes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcién, y similares que sean
fisiolégicamente compatibles. Los ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables incluyen uno o mas de
agua, solucidn salina, solucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como también
sus combinaciones. En muchos casos, serd preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicion. Los portadores farmacéuticamente
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aceptables pueden comprender ademas cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsionantes, conservantes o tampones, que mejoran la vida util o la eficacia del ADC.

Se conocen varios sistemas de liberacion y pueden usarse para administrar el ADC de la invencion, por ejemplo,
encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcapsulas, células recombinantes capaces de expresar el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo, endocitosis mediada por receptor (véase, por ejemplo, Wu y Wu, J. Biol.
Chem. 262:4429-4432 (1987)), construccién de un acido nucleico como parte de un retroviral u otro vector, etc. Los
métodos para administrar un agente profilactico o terapéutico de la invencidon incluyen, pero no se limitan a,
administracion parenteral (por ejemplo, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea),
administracion epidural, administracién intratumoral y administracién mucosa (por ejemplo, vias intranasal y oral).
Ademas, puede emplearse la administracion pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador y
una formulacion con un agente aerosol. Véanse, por ejemplo, las Patentes de EE. UU. Nim. 6,019,968, 5,985, 320,
5,985,309, 5,934, 272, 5,874,064, 5,855,913, 5,290, 540, y 4,880,078; y las Solicitudes PCT Nim. WO 92/19244,
WO 97/32572, WO 97/44013, WO 98/31346, y WO 99/66903. En una modalidad, se administra una composicion de
la invencion mediante el uso de la tecnologia de administraciéon de farmacos pulmonares Alkermes AIR® (Alkermes,
Inc., Cambridge, Mass.). En una modalidad especifica, los agentes profilacticos o terapéuticos de la invencion se
administran por via intramuscular, intravenosa, intratumoral, oral, intranasal, pulmonar o subcutédnea. Los agentes
profilacticos o terapéuticos pueden administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo, por infusion o inyeccion
en bolo, por absorcién a través de recubrimientos epiteliales o mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa
rectal e intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos. La administracion
puede ser sistémica o local.

En una modalidad especifica, puede ser deseable administrar los agentes profilacticos o terapéuticos de la invencion
localmente en el area que necesita tratamiento; esto puede lograrse, por ejemplo, y no a modo de limitacion, por
infusion local, por inyeccién, o por medio de un implante, siendo dicho implante de un material poroso o no poroso,
gue incluye membranas y matrices, tales como membranas sialésticas, polimeros, matrices fibrosas (por ejemplo,
Tissuel®) o matrices de colageno. En una modalidad, una cantidad efectiva de uno o mas anticuerpos antagonistas
de la invencién se administra localmente al area afectada a un sujeto para prevenir, tratar, manejar y/o mejorar un
trastorno o sintoma del mismo. En otra modalidad, una cantidad efectiva de uno o més anticuerpos de la invencion
se administra localmente al area afectada en combinacion con una cantidad efectiva de una o mas terapias (por
ejemplo, uno 0 mas agentes profilacticos o terapéuticos) distintos de un anticuerpo de la invencion de un sujeto para
prevenir, tratar, manejar y/o mejorar un trastorno o uno o mas de sus sintomas.

En otra modalidad, el agente profilactico o terapéutico de la invencion puede administrarse en un sistema de
liberacion controlada o de liberacion sostenida. En una modalidad, puede usarse una bomba para lograr una
liberacion controlada o sostenida (véase Langer, supra; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:20; Buchwald
y otros, 1980, Surgery 88:507; Saudek y otros, 1989, N. Engl. J. Med. 321:574). En otra modalidad, pueden usarse
materiales poliméricos para lograr la liberacion controlada o sostenida de las terapias de la invencion (véase, por
ejemplo, Medical Applications of Controlled Release, Langer y Wise (ed.), CRC Pres., Boca Raton, Fla. (1974);
Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen y Ball (ed.), Wiley, Nueva York
(1984); Ranger y Peppas, 1983, J., Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61; véase también Levy y otros, 1985,
Science 228:190; During y otros, 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howard y otros, 1989, J. Neurosurg. 7 1:105); Patente
de EE. UU. NUm. 5,679,377; Patente de EE. UU. NUim. 5, 916,597; Patente de EE. UU. Nim. 5,912,015; Patente de
EE. UU. Num. 5,989,463; Patente de EE. UU. Nim. 5,128,326; Solicitud PCT Num. WO 99/15154; y Solicitud PCT
NUum. WO 99/20253. Los ejemplos de polimeros usados en formulaciones de liberaciéon sostenida incluyen, pero no
se limitan a, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), poli(metacrilato de metilo), poli(acido acrilico), poli(etileno-co-acetato
de vinilo), poli(acido metacrilico), poliglicolidos (PLG), polianhidridos, poli(N-vinil pirrolidona), poli(alcohol vinilico),
poliacrilamida, poli(etilenglicol), polilactidas (PLA), poli(lactida-co-glicélidos) (PLGA) y poliortoésteres. En una
modalidad preferida, el polimero usado en una formulacion de liberacion sostenida es inerte, libre de impurezas
lixiviables, estable al almacenamiento, estéril y biodegradable. En otra modalidad mas, puede colocarse un sistema
de liberacion controlada o sostenida cerca de la diana profilactica o terapéutica, requiriendo asi solo una fraccion de
la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp.
115-138 (1984)).

Los sistemas de liberacion controlada se analizan en la revisién de Langer (1990, Science 249: 1527-1533). Puede
usarse cualquier técnica conocida por un experto en la técnica para producir formulaciones de liberaciéon sostenida
gue comprenden uno 0 mas agentes terapéuticos de la invencion. Véase, por ejemplo, la Patente de EE. UU. Num.
4,526,938, la Solicitud PCT WO 91/05548, la Solicitud PCT WO 96/20698, Ning y otros, 1996, "Intratumoral
Radioimmunotherapy of a Human Colon Cancer Xenograft Using a Sustained-Release Gel," Radiotherapy &
Oncology 39:179-189, Song Yy otros, 1995, "Antibody Mediated Lung Targeting of Long-Circulating Emulsions," PDA
Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50:372-397, Cleek y otros, 1997, "Biodegradable Polymeric
Carriers for a bFGF Antibody for Cardiovascular Application," Pro. Int'l. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 24:853-
854, y Lam y otros, 1997, "Microencapsulation of Recombinant Humanized Monoclonal Antibody for Local Delivery",
Proc. Int'l. Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24: 759-760.

Una composicion farmacéutica de la invencion se formula para que sea compatible con la via de administracion
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prevista. Los ejemplos de las vias de administracion incluyen, pero no se limitan a, administraciéon parenteral, por
ejemplo, intravenosa, intradérmica, subcutanea, oral, intranasal (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (por ejemplo,
tépica), transmucosal y rectal. En una modalidad especifica, la composicién se formula de acuerdo con
procedimientos rutinarios como una composicion farmacéutica adaptada para la administracion intravenosa,
subcutanea, intramuscular, oral, intranasal o tépica a seres humanos. Normalmente, las composiciones para
administracion intravenosa son soluciones en tampoén acuoso isotonico estéril. Cuando sea necesario, la
composicion también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como la lignocaina para aliviar el
dolor en el lugar de la inyeccion.

Si el método de la invencién comprende la administracion intranasal de una composicion, la composiciéon puede
formularse en forma de aerosol, pulverizacion, neblina o en forma de gotas. En particular, los agentes profilacticos o
terapéuticos para su uso de acuerdo con la invenciéon pueden administrarse convenientemente en forma de una
presentacion en aerosol en forma de aerosol a partir de paquetes presurizados o un nebulizador, con el uso de un
propelente adecuado (por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de
carbono) u otro gas adecuado). En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién puede determinarse
proporcionando una vélvula para administrar una cantidad medida. Pueden formularse cépsulas y cartuchos
(compuestos de, por ejemplo, gelatina) para uso en un inhalador o insuflador que contengan una mezcla en polvo
del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

Si el método de la invencion comprende la administracion oral, las composiciones pueden formularse por via oral en
forma de comprimidos, cépsulas, sellos, cdpsulas de gel, soluciones, suspensiones y similares. Los comprimidos o
cépsulas pueden prepararse por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como
agentes aglutinantes (por ejemplo, almidén de maiz previamente gelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa); rellenos (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio);
lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); desintegrantes (por ejemplo, almidén de patata o
glicolato de almidén de sodio); o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato de sodio). Los comprimidos
pueden recubrirse mediante métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para administracion
oral pueden tomar la forma de, pero no se limitan a, soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse
como un producto seco para reconstituir con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Tales preparaciones
liguidas pueden prepararse por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como
agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas);
agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de
almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, p-
hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sorbico). Las preparaciones también pueden contener sales tampon,
aromatizantes, colorantes y edulcorantes, segun sea apropiado. Las preparaciones para administracion oral pueden
formularse de forma adecuada para liberacion lenta, liberacién controlada o liberacién sostenida de un agente o
agentes profilacticos o terapéuticos.

El método de la invencion puede comprender la administracion pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un
inhalador o nebulizador, de una composiciéon formulada con un agente aerosolizante. Véanse, por ejemplo, las
Patentes de EE. UU. Num. 6,019, 968, 5,985, 320, 5, 985,309, 5,934,272, 5,874,064, 5,855,913, 5,290,540, and
4,880,078; y las Solicitudes PCT Num. WO 92/19244, WO 97/32572, WO 97/44013, WO 98/31346 y WO 99/66903.
En una modalidad especifica, una composicion de la invencion se administra mediante el uso de la tecnologia de
administracion de farmacos pulmonares Alkermes AIR® (Alkermes, Inc., Cambridge, Mass.).

El método de la invencion puede comprender la administracion de una composicién formulada para administracion
parenteral mediante inyeccion (por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusion continua). Las formulaciones para
inyeccion pueden presentarse en forma de dosificacion unitaria (por ejemplo, en ampollas o en recipientes
multidosis) con un conservante afadido. Las composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones,
soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos 0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacién tales como
agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma
de polvo para reconstituirlo con un vehiculo adecuado (por ejemplo, agua estéril libre de pir6genos) antes de su uso.

Los métodos de la invencion pueden comprender adicionalmente la administracion de composiciones formuladas
como preparaciones de depésito. Estas formulaciones de accion prolongada pueden administrarse mediante
implantacion (por ejemplo, subcutanea o intramuscularmente) o mediante inyeccidn intramuscular. Asi, por ejemplo,
las composiciones pueden formularse con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una
emulsion en un aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como derivados poco solubles (por ejemplo,
como una sal poco soluble).

Los métodos de la invencién abarcan la administracion de composiciones formuladas como formas neutras o
salinas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas formadas con aniones tales como las derivadas
de los acidos clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., y las formadas con cationes tales como las
derivadas de sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxidos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol,
histidina, procaina, etc.
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Generalmente, los ingredientes de las composiciones se suministran por separado o mezclados juntos en forma de
dosificacién unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado libre de agua en un recipiente
herméticamente cerrado tal como una ampolla o bolsita que indica la cantidad de agente activo. Cuando el modo de
administracion es infusién, la composicion puede dispensarse con una botella de infusién que contenga agua o
solucién salina estéril con calidad farmacéutica. Cuando el modo de administracion es por inyeccion, puede
proporcionarse una ampolla de agua estéril para inyeccién o solucion salina para que los ingredientes puedan
mezclarse antes de la administracion.

En particular, la invencién también prevé que uno o mas de los agentes profilacticos o terapéuticos, o composiciones
farmacéuticas de la invencion, se envasen en un recipiente herméticamente cerrado, tal como una ampolla o bolsita
gue indique la cantidad del agente. En una modalidad, uno o mas de los agentes profilacticos o terapéuticos, o las
composiciones farmacéuticas de la invencidon se suministran como un polvo liofilizado esterilizado seco o
concentrado libre de agua en un recipiente herméticamente cerrado y pueden reconstituirse (por ejemplo, con agua
o0 solucion salina) para la concentracion apropiada para la administracién a un sujeto. Preferentemente, uno o mas
de los agentes profilacticos o terapéuticos o las composiciones farmacéuticas de la invenciéon se suministran como
un polvo liofilizado estéril seco en un recipiente herméticamente cerrado a una dosis unitaria de al menos 5 mg, al
menos 10 mg, al menos 15 mg, al menos 25 mg, al menos 35 mg, al menos 45 mg, al menos 50 mg, al menos 75
mg o al menos 100 mg. Los agentes profilacticos o terapéuticos liofilizados o las composiciones farmacéuticas de la
invencion deben almacenarse entre 2 °C y 8 °C en su recipiente original y los agentes profilacticos o terapéuticos, o
las composiciones farmacéuticas de la invencién deben administrarse dentro de 1 semana, dentro de los 5 dias,
dentro de las 72 horas, dentro de 48 horas, dentro de 24 horas, dentro de 12 horas, dentro de 6 horas, dentro de 5
horas, dentro de 3 horas o dentro de la hora siguiente a la reconstitucion. En una modalidad alternativa, uno o méas
de los agentes profilacticos o terapéuticos o las composiciones farmacéuticas de la invencién se suministran en
forma liquida en un recipiente cerrado herméticamente que indica la cantidad y concentracion del agente.
Preferentemente, la forma liquida de la composicion administrada se suministra en un recipiente herméticamente
cerrado al menos 0,25 mg/ml, al menos 0,5 mg/ml, al menos 1 mg/ml, al menos 2,5 mg/ml, al menos 5 mg/ml, al
menos 8 mg/ml, al menos 10 mg/ml, al menos 15 mg/kg, al menos 25 mg/ml, al menos 50 mg/ml, al menos 75 mg/mi
o al menos 100 mg/ml. La forma liquida debe almacenarse entre 2 °C y 8 °C en su recipiente original.

Los anticuerpos y las porciones de anticuerpos de la invencion pueden incorporarse en una composicion
farmacéutica adecuada para administracion parenteral. Preferentemente, el anticuerpo o las porciones de anticuerpo
se preparardn como una solucién inyectable que contiene 0,1-250 mg/ml de anticuerpo. La solucion inyectable
puede estar compuesta de una forma de dosificacion liquida o liofilizada en un vial de pedernal o &mbar, ampolla o
jeringa previamente cargada. El tampén puede ser L-histidina (1-50 mM), 6ptimamente 5-10 mM, a pH 5,0 a 7,0
(6ptimo pH 6,0). Otros tampones adecuados incluyen, pero no se limitan a, succinato de sodio, citrato de sodio,
fosfato de sodio o fosfato de potasio. Puede usarse cloruro de sodio para modificar la toxicidad de la solucion a una
concentracion de 0-300 mM (6ptimamente 150 mM para una forma de dosificacion liquida). Pueden incluirse
crioprotectores para una forma de dosificacion liofilizada, principalmente sacarosa al 0-10 % (6ptimamente, 0,5-1,0
%). Otros crioprotectores adecuados incluyen trehalosa y lactosa. Pueden incluirse agentes de carga para una forma
de dosificacion liofilizada, principalmente manitol al 1-10 % (6ptimamente, 2-4 %). Los estabilizadores se pueden
usar en formas de dosificacion tanto liquidas como liofilizadas, principalmente L-metionina 1-50 mM (6ptimamente 5-
10 mM). Otros agentes de carga adecuados incluyen glicina, arginina, que pueden incluirse como 0-0,05 % de
polisorbato-80 (6ptimamente 0,005-0,01 %). Los tensioactivos adicionales incluyen, pero no se limitan a, polisorbato
20 y tensioactivos BRIJ. La composicion farmacéutica que comprende los anticuerpos y las porciones de anticuerpos
de la invencion preparada como una solucién inyectable para administracion parenteral, puede comprender ademas
un agente Gtil como adyuvante, tal como los que se usan para aumentar la absorcién o dispersion de una proteina
terapéutica (por ejemplo, anticuerpo). Un adyuvante particularmente Gtil es la hialuronidasa, tal como Hylenex®
(hialuronidasa humana recombinante). La adicion de hialuronidasa en la solucién inyectable mejora la
biodisponibilidad humana después de la administracion parenteral, particularmente la administracién subcutanea.
También permite mayores volimenes en el lugar de la inyeccion (es decir, mas de 1 ml) con menos dolor e
incomodidad, y una incidencia minima de reacciones en el lugar de la inyeccion. (véanse los documentos
W02004078140, US2006104968 incorporados en la presente descripcion como referencia).

Las composiciones de esta invencién pueden presentarse en una variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo,
formas de dosificacion liquidas, semisélidas y sélidas, tales como soluciones liquidas (por ejemplo, soluciones
inyectables e infusibles), dispersiones o suspensiones, tabletas, pildoras, polvos, liposomas y supositorios. La forma
preferida depende del modo de administracion y aplicacion terapéutica previstos. Las composiciones tipicas
preferidas estan en forma de soluciones inyectables o infusibles, tales como composiciones similares a las usadas
para la inmunizacion pasiva de seres humanos con otros anticuerpos. El modo de administracion preferido es
parenteral (por ejemplo, intravenoso, subcutaneo, intraperitoneal, intramuscular). En una modalidad preferida, el
anticuerpo se administra mediante infusién o inyeccidn intravenosa. En otra modalidad preferida, el anticuerpo se
administra mediante inyeccion intramuscular o subcutanea.

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y estables en las condiciones de fabricacién y
almacenamiento. La composicion puede formularse como una solucién, microemulsion, dispersion, liposoma u otra
estructura ordenada adecuada para una alta concentracién de farmaco. Pueden prepararse soluciones inyectables
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estériles mediante la incorporacién del compuesto activo en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno
0 una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente, segln se requiera, seguido de esterilizacion por
filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la incorporacién del compuesto activo en un
vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos liofilizados estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los
métodos preferidos de preparacion son el secado al vacio y el secado por pulverizacién que produce un polvo del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucién previamente esterilizada filtrada del
mismo. La fluidez adecuada de una solucion puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento
tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y mediante
el uso de tensioactivos. La absorcion prolongada de composiciones inyectables puede conseguirse incluyendo, en la
composicion, un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Los ADC de la invencion pueden administrarse mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica, aunque
para muchas aplicaciones terapéuticas, la via/modo de administracion preferido es inyeccion subcutanea, inyeccién
intravenosa o infusién. Como apreciara el experto en la técnica, la via y/o el modo de administracion variaran en
dependencia de los resultados deseados. En determinadas modalidades, el compuesto activo puede prepararse con
un portador que protegera al compuesto contra una liberacion rapida, tal como una formulacién de liberacion
controlada, que incluye implantes, parches transdérmicos y sistemas de administracion microencapsulados. Pueden
usarse polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como etilenvinilacetato, polianhidridos, acido poliglicélico,
coladgeno, poliortoésteres y &cido polilactico. Muchos métodos para la preparacién de tales formulaciones estan
patentados 0 son generalmente conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sustained and
Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

En determinadas modalidades, un ADC de la invencidon puede administrarse por via oral, por ejemplo, con un
diluyente inerte o un portador comestible asimilable. EI compuesto (y otros ingredientes, si se desea) también
pueden encerrarse en una capsula de gelatina de cubierta dura o blanda, comprimirse en comprimidos o
incorporarse directamente en la dieta del sujeto. Para la administracion terapéutica oral, los compuestos pueden
incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, grageas, capsulas,
elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Para administrar un compuesto de la invencion mediante una
administracion distinta a la parenteral, puede ser necesario recubrir el compuesto con, o administrar conjuntamente
el compuesto con, un material para prevenir su inactivacion.

En otras modalidades, un ADC de la invencion puede conjugarse con una especie basada en polimero de manera
gue dicha especie basada en polimero pueda conferir un tamafio suficiente a dicho anticuerpo o porciéon de
anticuerpo de la invencion de manera que dicho anticuerpo o porcion de anticuerpo de la invencion se beneficie del
efecto de retencion y permeabilidad mejorada (efecto EPR) (véase también la Solicitud PCT NOm.
W02006/042146A2 y las Publicaciones de EE. UU. NUm. 2004/0028687A1, 2009/0285757A1 y 2011/0217363A1, y
la Patente de EE. UU. NUm. 7,695,719.

También pueden incorporarse compuestos activos suplementarios en las composiciones. En determinadas
modalidades, un ADC de la invencion se formula y/o se administra conjuntamente con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales que son Utiles para tratar trastornos en los que la actividad de B7-H3 es perjudicial. Por
ejemplo, un ADC de la invencién puede formularse y/o administrarse conjuntamente con uno o mas anticuerpos
adicionales que se unen a otras dianas (por ejemplo, anticuerpos que se unen a citocinas o que se unen a moléculas
de la superficie celular). Ademas, pueden usarse uno o mas anticuerpos de la invencion en combinacion con dos o
mas de los agentes terapéuticos anteriores. Tales terapias de combinacion pueden utilizar ventajosamente dosis
mas bajas de los agentes terapéuticos administrados, evitando asi posibles toxicidades o complicaciones asociadas
con las diversas monoterapias.

En determinadas modalidades, un ADC para B7-H3 o un fragmento del mismo estd unido a un vehiculo que
prolonga la vida media conocida en la técnica. Tales vehiculos incluyen, pero no se limitan a, el dominio Fc,
polietilenglicol y dextrano. Tales vehiculos se describen, por ejemplo, en la Solicitud de EE. UU. NUm. de Serie
09/428,082 y en la Solicitud PCT publicada Nam. WO 99/25044.

Ejemplos
Ejemplo 1: Sintesis de Inhibidores llustrativos de Bcl-xL

Este ejemplo proporciona métodos sintéticos para compuestos ilustrativos inhibidores de Bcl-xL. Los inhibidores y
sintones de Bcl-xL se nombraron mediante el uso de la version ACD/Name 2012 (Compilacion 56084, 5 de abril de
2012, Advanced Chemistry Development Inc., Toronto, Ontario), versién ACD/Name 2014 (Compilacién 66687, 25
de octubre de 2013, Advanced Chemistry Development Inc., Toronto, Ontario), ChemDraw® Ver. 9.0.7
(CambridgeSoft, Cambridge, MA), ChemDraw® Ultra Ver. 12.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA) o ChemDraw®
Professional Ver. 15.0.0.106. El inhibidor de Bcl-xL y los intermediarios sintéticos se nombraron con la version
ACD/Name 2012 (Compilacién 56084, 5 de abril de 2012, Advanced Chemistry Development Inc., Toronto, Ontario),
version ACD/Name 2014 (Compilacion 66687, 25 de octubre de 2013, Advanced Chemistry Development Inc.,
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Toronto, Ontario), ChemDraw® Ver. 9.0.7 (CambridgeSoft, Cambridge, MA), ChemDraw® Ultra Ver. 12.0
(CambridgeSoft, Cambridge, MA) o ChemDraw® Professional Ver. 15.0.0.106.

1.1.1 Acido 3-bromo-5,7-dimetiladamantanocarboxilico

En un matraz de fondo redondo de 50 ml a 0 °C, se afiadi6 bromo (16 ml). Se afiadié hierro en polvo (7 g) y la
reaccion se agitdé a 0 °C durante 30 minutos. Se afadié acido 3,5-dimetiladamantano-1-carboxilico (12 g). La mezcla
se calentdé a temperatura ambiente y se agité durante 3 dias. Se vertié una mezcla de hielo y HCI concentrado en la
mezcla de reaccién. La suspension resultante se tratd dos veces con Na2S0Os (50 g en 200 ml de agua) y se extrajo
tres veces con diclorometano. Los extractos organicos combinados se lavaron con HCI acuoso 1 N, se secaron
sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para dar el compuesto del titulo.

1.1.2 3-bromo-5,7-dimetiladamantanometanol

A una solucién del Ejemplo 1.1.1 (15,4 g) en tetrahidrofurano (200 ml) se le afiadié BHs (1 M en tetrahidrofurano, 150
ml) y la mezcla se agité6 a temperatura ambiente durante la noche. Después, la mezcla de reaccion se inactivd
cuidadosamente afiadiendo metanol gota a gota. Después, la mezcla se concentré al vacio y el residuo se equilibro
entre acetato de etilo (500 ml) y HCIl acuoso 2 N (100 ml). La capa acuosa se extrajo dos veces mas con acetato de
etilo y los extractos organicos combinados se lavaron con agua y salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se
filtraron. La evaporacion del solvente proporcioné el compuesto del titulo.

1.1.3 1 -((3-bromo-5,7-dimetiltriciclo[3.3.1.137]dec-1-il)metil)-1H-pirazol

A una solucién del Ejemplo 1.1.2 (8,0 g) en tolueno (60 ml) se le afadi6 1H-pirazol (1,55 g) y
cianometilentributilfosforano (2,0 g) y la mezcla se agit6 a 90 °C durante la noche. La mezcla de reaccion se
concentré y el residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice (heptano: acetato de etilo
10:1) para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 324,2 (M+H)*.

1.1.4 2-{[3,5-dimetil-7-(1H -pirazol-1-ilmetil)triciclo[3.3.1.1%7] dec-1-illoxi}etanol

A una solucion del Ejemplo 1.1.3 (4,0 g) en etano-1,2-diol (12 ml) se le afiadid trietilamina (3 ml). La mezcla se agité
a 150 °C en condiciones de microondas (Biotage Initiator) durante 45 minutos. La mezcla se vertié en agua (100 ml)
y Sse extrajo tres veces con acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se lavaron con agua y salmuera, se
secaron sobre sulfato de sodio y se filtraron. La evaporacion del solvente dio un residuo que se purificé mediante
cromatografia en gel de silice, mediante la elucion con acetato de etilo al 20 % en heptano, seguido de metanol al 5
% en diclorometano, para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 305,2 (M+H)*.

1.1.5 2 -({3,5-dimetil-7-[(5-metil-1H-pirazol-1-il)metil]triciclo[3.3.1.1%]dec- 1-il}oxi)etanol

A una solucion fria (-78 °C) del Ejemplo 1.1.4 (6,05 g) en tetrahidrofurano (100 ml) se le afiadié n-BuLi (40 ml, 2,5 M
en hexano) y la mezcla se agit6 a -78 °C durante 1,5 horas. Se afiadié yodometano (10 ml) a través de una jeringa y
la mezcla se agit6 a -78 °C durante 3 horas. Después, la mezcla de reaccién se inactivd con NH4Cl acuoso y se
extrajo dos veces con acetato de etilo y los extractos organicos combinados se lavaron con agua y salmuera.
Después de secar sobre sulfato de sodio, la solucion se filtr6 y concentrd, y el residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice, mediante la eluciéon con metanol al 5 % en diclorometano, para dar el
compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 319,5 (M + H)*.

1.1.6 1 -({3,5-dimetil-7-[2-(hidroxi)etoxi]triciclo[3.3.1.137]dec-1-il}metil)-4-yodo-5-metil-1H-pirazol

A una solucidn del Ejemplo 1.1.5 (3,5 g) en N,N-dimetilformamida (30 ml) se le afiadié N-yodosuccinimida (3,2 g) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1,5 horas. La mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo
(600 ml) y se lavé con NaHSOs acuoso, agua y salmuera. La capa organica se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtro y
se concentro a presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucién
con acetato de etilo al 20 % en diclorometano, para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 445,3 (M+H)*.

1.1.9 Acido 6-fluoro-3-bromopicolinico

Se afiadi6é una suspension de acido 6-amino-3-bromopicolinico (25 g) en 400 ml de diclorometano/cloroformo 1:1 a
tetrafluoroborato de nitrosonio (18,2 g) en diclorometano (100 ml) a 5 °C durante 1 hora. La mezcla resultante se
agitd durante otros 30 minutos, luego se calenté a 35 °C y se agitdé durante la noche. La reaccion se enfrio a
temperatura ambiente y luego se ajusté a pH 4 con una soluciéon acuosa de NaH2POas. La solucién resultante se
extrajo tres veces con diclorometano y los extractos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato
de sodio, se filtraron y se concentraron para proporcionar el compuesto del titulo.

1.1.10 3-bromo-6-fluoropicolinato de terc-butilo
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Se afiadio cloruro de para-toluenosulfonilo (27,6 g) a una solucion del Ejemplo 1.1.9 (14,5 g) y piridina (26,7 ml) en
diclorometano (100 ml) y terc-butanol (80 ml) a 0 °C. La reaccion se agité durante 15 minutos y luego se calenté a
temperatura ambiente y se agité durante la noche. La solucién se concentrd y se distribuyé entre acetato de etilo y
una solucién acuosa de Na2COs. Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo. Las
capas organicas se combinaron, se aclararon con una solucién acuosa de Na2COsz y salmuera, se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para proporcionar el compuesto del titulo.

1.1.11 2-(5-bromo-6-(terc-butoxicarbonil)piridin-2-il)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-8-carboxilato de metilo

A una solucién de hidrocloruro de metil 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-8-carboxilato (12,37 g) y del Ejemplo 1.1.10 (15
g) en dimetilsulfoxido (100 ml) se le afiadié N,N-diisopropiletilamina (12 ml) y la mezcla se agité a 50 °C durante 24
horas. Después, la mezcla se diluyé con acetato de etilo (500 ml) y se lavd con agua y salmuera. La capa organica
se secO sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentr6 a presién reducida. El residuo se purific6 mediante
cromatografia en gel de silice, mediante la elucion con acetato de etilo al 20 % en hexano, para dar el compuesto del
titulo. MS (ESI) m/e 448,4 (M + H)*.

1.2.1 2-(6-(terc-butoxicarbonil)-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)piridin-2-il)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-8-
carboxilato de metilo

A una soluciéon del Ejemplo 1.1.11 (2,25 g) y [1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll) (205 mg) en
acetonitrilo (30 ml) se le afiadio trietilamina (3 ml) y pinacolborano (2 ml) y la mezcla se agité a reflujo durante 3
horas. La mezcla se diluy6 con acetato de etilo (200 ml) y se lavé con agua y salmuera. La capa organica se seco
sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrd a presion reducida. La purificacion del residuo mediante cromatografia
en gel de silice, mediante la elucion con acetato de etilo al 20 % en hexano, proporcion6 el compuesto del titulo.

1.2.2 2-(6-(terc-butoxicarbonil)-5-(1 -((3-(2-hidroxietoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil- 1H-pirazol-4-il)piridin-
2-il)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-8-carboxilato de metilo

A una solucion del Ejemplo 1.2.1 (2,25 g) en tetrahidrofurano (30 ml) y agua (10 ml) se le afiadio el Ejemplo 1.1.6
(2,0 g), 1,3,5,7-tetrametil-6-fenil-2,4,8-trioxa-6-fosfaadamantano (329 mg), tris(dibencilidenoacetona)dipaladio(0)
(206 mgq) y fosfato de potasio tribasico (4,78 g). La mezcla se calenté a reflujo durante la noche, se enfrié y se diluyé
con acetato de etilo (500 ml). La mezcla resultante se lav6 con agua y salmuera y la capa organica se sec6 sobre
sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrd. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida, mediante la
elucién con acetato de etilo al 20 % en heptanos seguido de metanol al 5 % en diclorometano, para proporcionar el
compuesto del titulo.

1.2.3 2-(6-(terc-butoxicarbonil)-5-(1-((3,5-dimetil-7-(2-((metilsulfonil)oxi)etoxi)adamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-
4-il)piridin-2-il)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-8-carboxilato de metilo

A una solucion fria del Ejemplo 1.2.2 (3,32 g) en diclorometano (100 ml) en un bafio de hielo se le afiadio
secuencialmente trietilamina (3 ml) y cloruro de metanosulfonilo (1,1 g). La mezcla de reacciéon se agité a
temperatura ambiente durante 1,5 horas y se diluy6 con acetato de etilo y se lavd con agua y salmuera. La capa
organica se seco sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentré para proporcionar el compuesto del titulo.

1.2.4 2-(5-(1-((3-(2-azidoetoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(terc-butoxicarbonil)piridin-
2-il)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-8-carboxilato de metilo

A una solucion del Ejemplo 1.2.3 (16,5 g) en N,N-dimetilformamida (120 ml) se le afiadié azida sodica (4,22 g). La
mezcla se calent6 a 80 °C durante 3 horas, se enfrid, se diluyé con acetato de etilo y se lavd con agua y salmuera.
La capa organica se sec6 sobre sulfato de sodio, se filir6 y se concentrd. El residuo se purific6 mediante
cromatografia ultrarrapida, mediante la elucién con acetato de etilo al 20 % en heptanos, para proporcionar el
compuesto del titulo.

1.25 Acido 2-(5-(1-((3-(2-azidoetoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(terc-
butoxicarbonil)piridin-2-il)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-8-carboxilico

A una solucién del Ejemplo 1.2.4 (10 g) en una mezcla de tetrahidrofurano (60 ml), metanol (30 ml) y agua (30 ml) se
le afiadié hidroxido de litio monohidratado (1,2 g). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche y se
neutralizé con HCl acuoso al 2 %. La mezcla resultante se concentrd y el residuo se disolvio en acetato de etilo (800
ml) y se lavd con salmuera. La capa organica se secO sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentré para
proporcionar el compuesto del titulo.

1.2.6 3-(1-((3-(2-azidoetoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(8-(benzo[d]tiazol-2-
ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)picolinato de terc-butilo

Una mezcla del Ejemplo 1.2.5 (10 g), benzo[d]tiazol-2-amina (3,24 g), hexafluorofosfato de fluoro-N,N,N',N'-
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tetrametilformamidinio (5,69 g) y N,N-diisopropiletilamina (5,57 g) en N,N-dimetilformamida (20 ml) se calenté a 60
°C durante 3 horas, se enfrid y se diluyé con acetato de etilo. La mezcla resultante se lavé con agua y salmuera. La
capa organica se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrd. El residuo se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida, mediante la elucién con acetato de etilo al 20 % en diclorometano para dar el compuesto del titulo.

1.2.7 3-(1-((3-(2-aminoetoxi)-5,7-dimetiladamantan- 1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(8-(benzo[d]tiazol-2-
ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)picolinato de terc-butilo

A una solucion del Ejemplo 1.2.6 (2,0 g) en tetrahidrofurano (30 ml) se le afiadié Pd/C (10 %, 200 mg). La mezcla se
agité bajo una atmosfera de hidrégeno durante la noche. El material insoluble se retiré por filtracion y el filtrado se
concentré para proporcionar el compuesto del titulo.

1.2.8 6-[8-(1,3-benzotiazol-2-ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il]-3-[1-({3,5-dimetil-7-[(2,2,7,7-tetrametil-10,10-
diéxido-3,3-difenil-4,9-dioxa-10AS-tia-13-aza-3-silapentadecan-15-ilo)oxi]triciclo[3.3.1.137]dec-1-il}metil)-5-metil-1H-
pirazol-4-il]piridin-2-carboxilato de terc-butilo

A una solucion del Ejemplo 1.2.7 (500 mg) en N,N-dimetilformamida (8 ml) se le afiadié 4-((terc-butildifenilsilil)oxi)-
2,2-dimetilbutil etenosulfonato (334 mg). La reaccion se agitd a temperatura ambiente durante la noche y se afiadid
metilamina (0,3 ml) para inactivar la reaccion. La mezcla resultante se agité durante 20 minutos y se purificd
mediante cromatografia de fase inversa mediante el uso de un sistema Analogix (columna C18), mediante la elucién
con acetonitrilo al 50-100 % en agua que contenia acido trifluoroacético al 0,1 % v/v, para proporcionar el compuesto
del titulo.

1.29 Acido 6-[8-(1,3-benzotiazol-2-ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il]-3-{1-[(3,5-dimetil-7-{2-[(2-
sulfoetil)amino]etoxiltriciclo[3.3.1.137]dec-1-il)metil]-5-metil-1H-pirazol-4-il}piridin-2-carboxilico

El Ejemplo 1.2.8 (200 mg) en diclorometano (5 ml) se trat6 con acido trifluoroacético (2,5 ml) durante la noche. La
mezcla de reaccion se concentré y se purificé mediante cromatografia de fase inversa (columna C18), mediante la
elucién con acetonitrilo al 20-60 % en agua que contenia acido trifluoroacético al 0,1 % v/v, para proporcionar el
compuesto del titulo. *H RMN (500 MHz, dimetilsulféxido-des) & ppm 12,86 (s, 1H), 8,32 (s, 2H), 8,02 (d, 1H), 7,78 (d,
1H), 7,60 (d, 1H), 7,51 (d, 1H), 7,40-7,49 (m, 2H), 7,31-7,39 (m, 2H), 7,27 (s, 1H), 6,95 (d, 1H), 4,94 (s, 2H), 3,87 (t,
2H), 3,81 (s, 2H), 3,15-3,25 (m, 2H), 3,03-3,13 (m, 2H), 3,00 (t, 2H), 2,79 (t, 2H), 2,09 (s, 3H), 1,39 (s, 2H), 1,22-1,34
(m, 4H), 0,94-1,18 (m, 6H), 0,85 (s, 6H). MS (ESI) m/e 854,1 (M + H)".

1.20.1 2-((3,5-dimetil-7-((5-metil-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol-1-il)metiljadamantan-1-
iloxi)etanol

A una solucién del Ejemplo 1.1.6 (9 g) y diclorometano de [1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll) (827 mg)
en acetonitrilo (60 ml) se le afiadié trietilamina (10 ml) y pinacolborano (6 ml). La mezcla se agit6 a reflujo durante la
noche, se enfrid y se uso directamente en la siguiente etapa. MS (ESI) m/e 445,4 (M + H)*.

1.20.2 6-cloro-3-(1-((3-(2-hidroxietoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il) picolinato de terc-butilo

A una solucion de 3-bromo-6-cloropicolinato de terc-butilo (5,92 g) en tetrahidrofurano (60 ml) y agua (30 ml) se le
afiadio el Ejemplo 1.20.1 bruto (4,44 g), 1,3,57-tetrametil-6-fenil-2,4,8-trioxa-6-fosfaadamante (1,5 Qg),
tris(dibencilidenoacetona)dipaladio(0) (927 mg) y KsPO4 (22 g). La mezcla se agit6é a reflujo durante la noche, se
enfrié, se diluy6 con acetato de etilo (800 ml) y se lavé con agua y salmuera. La capa organica se sec6 sobre sulfato
de sodio, se filtrdé y se concentré. El residuo se purificé mediante cromatografia ultrarrapida, mediante la elucién con
acetato de etilo al 20 % en heptano seguido de metanol al 5 % en diclorometano, para dar el compuesto del titulo.
MS (ESI) m/e 531,1 (M + H)*.

1.43.1 3-(1-((3-(2-hidroxietoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(8-(metoxicarbonil)naftalen-
2-il) picolinato de terc-butilo

A una solucion de 7-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1-naftoato de metilo (2,47 g) en 1,4-dioxano (40 ml) y
agua (20 ml) se le afiadié el Ejemplo 1.20.2 (4,2 g), dicloruro de bis (trifenilfosfina)paladio(ll) (556 mg) y fluoruro de
cesio (3,61 g) y la reaccion se agité a reflujo durante la noche. La mezcla se diluy6 con acetato de etilo (400 ml) y se
lavé con agua y salmuera y se sec6 sobre sulfato de sodio. La filtracion y evaporacion del solvente dio un residuo
gue se purificd mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucién con acetato de etilo al 20 % en heptano
seguido de metanol al 5 % en diclorometano, para proporcionar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 680,7 (M +
H)*.

1.43.2 3-(1-((3,5-dimetil-7-(2-((metilsulfonil)oxi)etoxi)adamantan-1-il)metil)-5-metil- 1H-pirazol-4-il)-6-(8-
(metoxicarbonil)naftalen-2-il)picolinato de terc-butilo

A una solucion fria (0 °C) del Ejemplo 1.43.1 (725 mg) en diclorometano (10 ml) y trietilamina (0,5 ml) se le afiadié
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cloruro de metanosulfonilo (0,249 ml) y la mezcla se agit6 durante 4 horas. La mezcla de reaccion se diluyd con
acetato de etilo (200 ml) y se lavé con agua y salmuera y se sec6 sobre sulfato de sodio. La filtracién y evaporacion
del solvente dieron el producto del titulo, que se usé en la siguiente reaccion sin purificacion adicional. MS (ESI) m/e
759,9 (M + H)*.

1.43.3 3-(1-(((3-(2-azidoetoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(8-(metoxicarbonil)naftalen-
2-il)picolinato de terc-butilo

A una solucién del Ejemplo 1.43.2 (4,2 g) en N,N-dimetilformamida (30 ml) se le afiadié azida sodica (1,22 g) y la
mezcla se agité durante 96 horas. La mezcla de reaccion se diluyé con acetato de etilo (600 ml), se lavé con agua y
salmuera y se sec6 sobre sulfato de sodio. La filtraciéon y evaporacién del solvente proporcionaron el compuesto del
titulo. MS (ESI) m/e 705,8 (M+H)*.

1434 Acido 7-(5-(1-((3-(2-azidoetoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(terc-
butoxicarbonil)piridin-2-il)-1-naftoico

A una solucién del Ejemplo 1.43.3 (3,5 g) en tetrahidrofurano/metanol/agua (2:1:1, 30 ml) se le afiadié hidroxido de
litio monohidratado (1,2 g) y la mezcla se agité durante la noche. La mezcla de reaccion se acidificé con HCI acuoso
1 Ny se diluyé con acetato de etilo (600 ml), se lavé con agua y salmuera y se sec0 sobre sulfato de sodio. La
filtracion y evaporacion del solvente proporcionaron el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 691,8 (M + H)*.

1.43,5 3-(1-((3-(2-azidoetoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(8-(benzo[d]tiazol-2-
ilcarbamoil)naftalen-2-il)picolinato de terc-butilo

A una solucién del Ejemplo 1.43.4 (870 mg) en N,N-dimetilformamida (10 ml) se le afiadié benzo[d]tiazol-2-amina
(284 mg), fluoro-N,N,N',N'- hexafluorofosfato de tetrametilformamidinio (499 mg) y N,N-diisopropiletilamina (488 mg).
La mezcla se agitd a 60 °C durante 3 horas. La mezcla de reaccion se diluy6 con acetato de etilo (200 ml) y se lavo
con agua y salmuera y se sec6 sobre sulfato de sodio. La filtracion y evaporacion del solvente proporcionaron el
compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 824,1 (M + H)*.

1.43.6 3-(1-((3-(2-aminoetoxi)-5, 7-dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil- 1H-pirazol-4-il)-6-(8-(benzo[d]tiazol-2-
ilcarbamoil)naftalen-2-il)picolinato de terc-butilo

A una solucién del Ejemplo 1.43.5 (890 mg) en tetrahidrofurano (30 ml) se le afiadié Pd/C (90 mg). La mezcla se
agitoé bajo 1 atmosfera de hidrégeno durante la noche. Se filtrd la mezcla de reaccion y se lavo el catalizador con
acetato de etilo. El solvente se evapor6 para proporcionar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 798,1 (M + H)*.

1.43.7 Acido 6-[8-(1,3-benzotiazol-2-ilcarbamoil)naftalen-2-il]-3-{1-[(3,5-dimetil-7-{2-[(2-
sulfoetil)amino]etoxi}triciclo[3.3.1.1%7] dec-1-il)metil]-5-metil-1H-pirazol-4-il}piridin-2-carboxilico

A una solucion del Ejemplo 1.43.6 (189 mg) en N,N-dimetilformamida (6 ml) se le afiadié 4-((terc-butildifenilsilil)oxi)-
2,2-dimetilbutil etenosulfonato (106 mg). La mezcla se agit6é durante 4 dias. La mezcla se diluy6 con acetato de etilo
(300 ml) y se lavé con agua y salmuera y se sec6 sobre sulfato de sodio. Después de filtrar y evaporar el solvente, el
residuo se disolvi6 en &cido trifluoroacético (10 ml) y se saturd durante la noche. El &cido trifluoroacético se evapord
al vacio y el residuo se disolvié en dimetilsulféxido/metanol (1:1, 6 ml). La mezcla se purific6 mediante HPLC de fase
inversa (sistema Gilson), mediante la elucion con acetonitrilo al 10-85 % en agua que contenia acido trifluoroacético
al 0,1 % v/v, para dar el compuesto del titulo. *H RMN (400 MHz, dimetilsulfoxido-de) 3 ppm 13,09 (s, 1H), 9,02 (s,
1H), 8,31-8,43 (m, 3H), 8,16-8,26 (m, 3H), 7,93-8,08 (m, 3H), 7,82 (d, 1H), 7,66-7,75 (m, 1H), 7,46-7,55 (m, 2H), 7,37
(t, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,17-3,28 (m, 2 H), 3,07-3,16 (m, 2 H), 2,82 (t, 2H), 2,24 (s, 3H), 1,44 (s, 2H), 0,99-1,37 (m,
12H), 0,87 (s, 6H). MS (ESI) m/e 849,1 (M + H)*.

1.85 Sintesis del acido 6-[8-(1,3-benzotiazol-2-ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il]-3-(1-{[3- (2-{[(3S))-3,4-
dihidroxibutillamino}etoxi)-5,7-dimetiltriciclo[3.3.1.1%7]dec-1-il|metil}-5-metil-1H-pirazol-4-il)piridina-2-carboxilico
(W2.85)

A una solucién del Ejemplo 1.2.7 (213 mg) en diclorometano (2 ml) se le afadié (S)-2-(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-
ilacetaldehido (42 mg). Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, se afadio
triacetoxiborohidruro de sodio (144 mg). La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante la noche.
Se afiadio acido trifluoroacético (2 ml) y se continué mediante agitacion durante la noche. La mezcla de reaccion se
concentré y el residuo se purific6 por HPLC de fase inversa mediante el uso de un sistema Gilson, mediante la
elucion con acetonitrilo al 5-85 % en agua que contenia acido trifluoroacético al 0,1 % v/v. Las fracciones deseadas
se combinaron y se liofilizaron para proporcionar el compuesto del titulo. *H RMN (400 MHz, dimetilsulféxido-de) &
ppm 12,86 (s, 1H), 8,22 (d, 2H), 8,05 - 8,01 (m, 1H), 7,79 (d, 1H), 7,61 (d, 1H), 7,53 — 7,41 (m, 3H), 7,36 (td, 2H),
7,28 (s, 1H), 6,95 (d, 1H), 4,95 (s, 2H), 3,88 (t, 2H), 3,82 (s, 2H), 3,26 - 2,94 (m, 7H), 2,10 (s, 3H), 1,84 - 1,75 (m,
1H), 1,52-1,63 (m, 1H), 1,45 - 1,23 (m, 6H), 1,19 - 0,96 (m, 7H), 0,86 (s, 6H). MS (ESI) m/e 834,3 (M + H)*.

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 861499 T3

Ejemplo 2: Sintesis de los Sintones llustrativos
Este ejemplo proporciona métodos sintéticos para sintones ilustrativos Utiles para hacer ADC.

2.49 Acido 3-(1-(((2r,3r)-3-(2-((((4-((S)-2-((S)-2-amino-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil)oxi)carbonil)(2-sulfoetil)amino)etoxi)-5,7-dimetiladamantan- 1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-
i)-6-(8-(benzo[d]tiazol-2-ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)picolinico

Una solucion del Ejemplo 1.2.9 (0,045 Q) (9H-fluoren-9-il)metil((S)-3-metil-1-(((S)-1-((4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)amino)-1-oxo-5-ureidopentan-2-il)Jamino)-1-oxobutan-2-il)carbamato (0,043 g) y
N,N-diisopropiletilamina (0,041 ml) se agitaron juntas en N,N-dimetilformamida (1 ml) a temperatura ambiente.
Después de agitar durante la noche, se afiadi6 dietilamina (0,024 ml) a la reaccién y se continué la agitacion durante
2 horas. La reaccion se detuvo con acido trifluoroacético y luego se purificod por HPLC de fase inversa mediante el
uso de un sistema Gilson, mediante la elucién con acetonitrilo al 10-75 % en agua que contenia acido trifluoroacético
al 0,1 % v/v. Las fracciones deseadas se combinaron y se liofilizaron para proporcionar el compuesto del titulo.

2.119.1 (3R,7aS)-3-feniltetrahidropirrolo[1,2-c]oxazol-5(3H)-ona

Una mezcla de (S)-5-(hidroximetil)pirrolidin-2-ona (25 g), benzaldehido (25,5 g) y acido para-toluenosulfénico
monohidratado (0,50 g) en tolueno (300 ml) se calenté a reflujo mediante el uso de una trampa Dean-Stark bajo un
tubo de secado durante 16 horas. La reaccion se enfrid6 a temperatura ambiente y el solvente se decant6 de los
materiales insolubles. La capa orgénica se lavé con una mezcla de bicarbonato de sodio acuoso saturado (2x) y
salmuera (1x). La capa orgénica se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentré a presion reducida. El
residuo se purificé mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice, mediante la elucién con heptano/acetato
de etilo 35/65, para dar el compuesto del titulo. MS (DCI) m/e 204,0 (M + H)*.

2.119.2 (3R,6R,7aS)-6-bromo-3-feniltetrahidropirrolo[1,2-c]oxazol-5 (3H)-ona

A una mezcla fria (-77 °C) del Ejemplo 2.119.1 (44,6 g) en tetrahidrofurano (670 ml) se le afadi6é
bis(trimetilsilillamida de litio (1,0 M en hexanos, 250 ml) gota a gota durante 40 minutos, manteniendo la Trxn < -73
°C. La reaccion se agité a -77 °C durante 2 horas y se afiadié gota a gota bromo (12,5 ml) durante 20 minutos,
manteniendo la Trn < -64 °C. La reaccién se agitd a -77 °C durante 75 minutos y se inactivd mediante la adicion de
150 ml de una mezcla de tiosulfato de sodio acuosa al 10 % fria a la reaccion de -77 °C. La reaccion se calenté a
temperatura ambiente y se distribuy6 entre una mezcla acuosa semisaturada de cloruro de amonio y acetato de
etilo. Las capas se separaron y la capa organica se lavo con agua y salmuera, se seco sobre sulfato de sodio, se
filtré y se concentrd a presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice, mediante la
elucion con un gradiente de heptano/acetato de etilo 80/20, 75/25 y 70/30 para dar el compuesto del titulo. MS (DCI)
m/e 299,0 y 301,0 (M+NHsz+H)*.

2.119.4 (3R,6S,7aS)-6-azido-3-feniltetrahidropirrolo[1,2-c]loxazol-5(3H)-ona

A una mezcla del Ejemplo 2.119.2 (19,3 g) en N,N-dimetilformamida (100 ml) se le afiadi6 azida de sodio (13,5 g).
La reaccion se calentdé a 60 °C durante 2,5 horas. La reaccion se enfrio a temperatura ambiente y se inactivd
mediante la adiciéon de agua (500 ml) y acetato de etilo (200 ml). Las capas se separaron y la capa organica se lavé
con salmuera. Las capas acuosas combinadas se volvieron a extraer con acetato de etilo (50 ml). Las capas
organicas combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo
se purific6 mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucién con 78/22 de heptano/acetato de etilo, para
dar el compuesto del titulo. MS (DCI) m/e 262,0 (M+NHsz+H)*.

2.119.5 (3R,6S,7aS)-6-amino-3-feniltetrahidropirrolo[1,2-c] oxazol-5 (3H)-ona

A una mezcla del Ejemplo 2.119.4 (13,5 g) en tetrahidrofurano (500 ml) y agua (50 ml) se le afiadid trifenilfosfina
soportada por polimeros (55 g). La reaccién se agité mecanicamente durante la noche a temperatura ambiente. La
reaccion se filtro a través de tierra de diatomeas, mediante la elucién con acetato de etilo y tolueno. La mezcla se
concentré a presion reducida, se disolvié en diclorometano (100 ml), se secé con sulfato de sodio, luego se filtro y se
concentré para dar el compuesto del titulo, que se usé en la etapa siguiente sin purificacion adicional. MS (DCI) m/e
219,0 (M+H)*.

2.119.7 (3R,6S,7aS)-6-(dibencilamino)-3-feniltetrahidropirrolo[1,2-c]oxazol-5(3H)-ona

A una mezcla del Ejemplo 2.119.5 (11,3 g) en N,N-dimetilformamida (100 ml) se le afiadié carbonato de potasio (7,0
g), yoduro de potasio (4,2 g) y bromuro de bencilo (14,5 ml). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante la
noche y se detuvo mediante la adicién de agua y acetato de etilo. Las capas se separaron y la capa organica se lavo
con salmuera. Las capas acuosas combinadas se volvieron a extraer con acetato de etilo. Las capas organicas
combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presién reducida. El residuo se purificd
mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucién con un gradiente de acetato de etilo del 10 al 15 % en
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heptano para dar un sélido que se trituré con heptano para dar el compuesto del titulo. MS (DCI) m/e 399,1 (M + H)*.
2.119.7 (3S,5S)-3-(dibencilamino)-5-(hidroximetil)pirrolidin-2-ona

A una mezcla del Ejemplo 2.119.6 (13 g) en tetrahidrofurano (130 ml) se le afiadi6 acido paratoluenosulfénico
monohidratado (12,4 g) y agua (50 ml), y la reaccién se calenté a 65 °C durante 6 dias. La reaccién se enfrié a
temperatura ambiente y se inactivé mediante la adiciéon de bicarbonato de sodio acuoso saturado y acetato de etilo.
Las capas se separaron y la capa organica se lavé con salmuera. Las capas acuosas combinadas se volvieron a
extraer con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y se
concentraron a presion reducida. Los sélidos cerosos se trituraron con heptano (150 ml) para dar el compuesto del
titulo. S (DCI) m/e 311,1 (M+H)*.

2.119.8 (3S,5S)-5-(((terc-butildimetilsilil)oxi)metil)-3-(dibencilamino)pirrolidin-2-ona

A una mezcla del Ejemplo 2.119.7 (9,3 g) y 1H-imidazol (2,2 g) en N,N-dimetilformamida se le afiadié
tercbutilclorodimetilsilano (11,2 ml, 50 % en peso en tolueno) y la mezcla de reaccion se agité durante la noche. La
mezcla de reaccion se inactivdo mediante la adicion de agua y éter etilico. Las capas se separaron y la capa organica
se lavé con salmuera. Las capas acuosas combinadas se volvieron a extraer con éter dietilico. Las capas organicas
combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificd
mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucion con acetato de etilo al 35 % en heptano, para dar el
compuesto del titulo. MS (DCI) m/e 425,1 (M+H)*.

2.119.9 2-((3S,5S)-5-(((terc-butildimetilsilil)oxi)metil)-3-(dibencilamino)-2-oxopirrolidin-1-il)acetato de terc-butilo

A una mezcla fria (0 °C) del Ejemplo 2.119.8 (4,5 g) en tetrahidrofurano (45 ml) se le afiadié hidruro de sodio al 95 %
(320 mg) en dos porciones. La mezcla fria se agité durante 40 minutos y se afiadié 2-bromoacetato de terc-butilo
(3,2 ml). La reaccion se calent6 a temperatura ambiente y se agitdé durante la noche. La reaccion se detuvo mediante
la adicién de agua y acetato de etilo. Las capas se separaron y la capa organica se lavé con salmuera. Las capas
acuosas combinadas se volvieron a extraer con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se secaron con
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificé mediante cromatografia en
gel de silice, mediante la elucidn con un gradiente de acetato de etilo al 5-12 % en heptano, para dar el compuesto
del titulo. MS (DCI) m/e 539,2 (M+H)*.

2.119.10 2 -((3S,5S)-3-(dibencilamino)-5-(hidroximetil)-2-oxopirrolidin-1-il)acetato de terc-butilo

A una mezcla del Ejemplo 2.119.9 (5,3 g) en tetrahidrofurano (25 ml) se le afiadio fluoruro de tetrabutilamonio (11 ml,
1,0 M en 95/5 tetrahidrofurano/agua). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante una hora y luego se
inactivd mediante la adiciébn de una mezcla acuosa saturada de cloruro de amonio, agua y acetato de etilo. Las
capas se separaron y la capa organica se lavé con salmuera. Las capas acuosas combinadas se volvieron a extraer
con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron
a presion reducida. El residuo se purificé mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucién con acetato de
etilo al 35 % en heptano, para dar el compuesto del titulo. MS (DCI) m/e 425,1 (M+H)*.

2.119.11 2-((3S,5S)-5-((2-((4-((terc-butildimetilsilil)oxi)-2,2-dimetilbutoxi)sulfonil)etoxi)metil)-3-(dibencilamino)-2-
oxopirrolidin-1-il)acetato de terc-butilo

A una mezcla del Ejemplo 2.119.10 (4,7 g) en dimetilsulféxido (14 ml) se le afiadi6 una mezcla de 4-((terc-
butildifenilsilil)oxi)-2,2-etenosulfonato de dimetilbutilo (14,5 g) en dimetilsulfoxido (14 ml). Se afiadieron carbonato de
potasio (2,6 g) y agua (28 pL) y la reaccion se calenté a 60 °C bajo nitrogeno durante un dia. La reaccion se enfrié a
temperatura ambiente y luego se inactivd mediante la adicion de una mezcla de salmuera, agua y éter dietilico. Las
capas se separaron y la capa organica se lavé con salmuera. Las capas acuosas combinadas se volvieron a extraer
con éter dietilico. Las capas organicas combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a
presion reducida. El residuo se purificd mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucion con un gradiente
de acetato de etilo al 15-25 % en heptano, para dar el compuesto del titulo. MS (ESI+) m/e 871,2 (M+H)*.

2.119.12 2-((3S,5S)-3-amino-5-((2-((4-((terc-butildimetilsilil)oxi)-2,2-dimetilbutoxi)sulfonil)etoxi)metil)-2-oxopirrolidin-1-
il)acetato de terc-butilo

El ejemplo 2.119.11 (873 mg) se disolvi6 en acetato de etilo (5 ml) y metanol (15 ml) y se afiadié hidréxido de
paladio sobre carbono, 20 % en peso (180 mg). La mezcla de reaccién se agitd bajo una atmosfera de hidrégeno (30
psi) a temperatura ambiente durante 30 horas, luego a 50 °C durante una hora. La reaccion se enfrié a temperatura
ambiente, se filtr6 y se concentrd para dar el producto deseado. MS (ESI+) m/e 691,0 (M+H)*.

2.119.13 Acido 4-(((3S,5S)-1-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-5-((2-((4-((terc-butildimetilsilil)oxi)-2,2-
dimetilbutoxi)sulfonil)etoxi)metil)-2-oxopirrolidin-3-ilJamino)-4-oxobut-2-enoico
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Se disolvié anhidrido maleico (100 mg) en diclorometano (0,90 ml) y se afiadié gota a gota una mezcla del Ejemplo
2.119.12 (650 mg) en diclorometano (0,90 ml) y después se calent6 a 40 °C durante 2 horas. La mezcla de reaccién
se purificé directamente mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucién con un gradiente de metanol al
1,0-2,5 % en diclorometano que contenia acido acético al 0,2 %. Después de concentrar las fracciones que
contienen producto, se afiadié tolueno (10 ml) y la mezcla se concentré de nuevo para dar el compuesto del titulo.
MS (ESI-) m/e 787,3 (M-H)~.

2.119.14 2-((3S,5S)-5- ((2-((4-((terc-butildimetilsilil)oxi)-2,2-dimetilbutoxi)sulfonil)etoxi)metil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-
1H-pirrol-1-il)-2-oxopirrolidin-1-il)acetato de terc-butilo

El ejemplo 2.119.13 (560 mg) se suspendié en tolueno (7 ml) y se afiadieron trietilamina (220 pl) y sulfato de sodio
(525 mg). La reaccién se calenté a reflujo bajo una atmésfera de nitrégeno durante 6 horas y la mezcla de reaccion
se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se filtr6 y los solidos se aclararon con acetato de
etilo. El eluyente se concentrd a presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice,
mediante la elucion con heptano/acetato de etilo 45/55 para dar el compuesto del titulo.

2.119.15 Acido 2-((3S,5S)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-2-0x0-5-((2-sulfoetoxi)metil)pirrolidin-1-il)acético

El ejemplo 2.119.14 (1,2 g) se disolvié en acido trifluoroacético (15 ml) y se calentdé a 65-70 °C bajo nitrégeno
durante la noche. El &cido trifluoroacético se elimin6 a presion reducida. El residuo se disolvié en acetonitrilo (2,5 ml)
y se purific6 mediante cromatografia liquida preparativa de fase inversa en una columna Luna C18(2) AXIA (250 x
50 mm, tamafio de particula de 10 um) mediante el uso de un gradiente de acetonitrilo al 5-75 % que contenia 0,1 %
de &cido trifluoroacético en agua durante 30 minutos, para dar el compuesto del titulo. MS (ESI-) m/e 375,2 (M-H).

2.119.16 Acido 3-(1-((3-(2-((((4-((S)-2-((S)-2-amino-3-metilbutanamido)-5-ureidopentanamido)bencil)oxi)carbonil)(2-
sulfoetil)amino)etoxi)-5,7-dimetiladamantan- 1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(8-(benzo[d]tiazol-2-
ilcarbamoil)naftalen-2-il)picolinico

El compuesto del titulo se prepardé mediante la sustitucién del Ejemplo 1.43.7 por el Ejemplo 1.2.9 en el Ejemplo
2.49.1. MS (ESI-) m/e 1252,4 (M-H)'.

2.119.17 N -({(3S,5S)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-2-oxo-5-[(2-sulfoetoxi)metil]pirrolidin-1-il}acetil)-L-valil-N-
{4-[({[2-({3-[(4-{6-[8-(1,3-benzatiazol-2-ilcarbamoilo)naftalen-2-il]-2-carboxipiridin-3-il}-5-metil-1H-pirazol-1-il)metil]-
5,7-dimetiltriciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il}oxi)etil](2-sulfoetil)carbamoil}oxi)metil]fenil}-N5-carbamoil-L-ornitinamida

El ejemplo 2.119.15 (7 mg) se disolvié en N,N-dimetilformamida (0,15 ml) y se afiadieron hexafluorofosfato de O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (9 mg) y N,N-diisopropiletilamina (7 pl). La mezcla se agité durante 3
minutos a temperatura ambiente y se afiadié a una mezcla del Ejemplo 2.119.16 (28 mg) y N,N-diisopropiletilamina
(15 pl) en N,N-dimetilformamida (0,15 ml). Después de 1 hora, la reaccién se diluyé con N,N-dimetilformamida/agua
1/1 (1,0 ml) y se purificé por cromatografia de fase inversa (columna C18), mediante la elucién con acetonitrilo al 5-
75 % en agua TFA al 0,1 %, para proporcionar el compuesto del titulo. *H RMN (500 MHz, dimetilsulféxido-ds) & ppm
9,95 (s, 1H), 9,02 (s, 1H), 8,37 (d, 1H), 8,22 (m, 2H), 8,18 (m, 2H), 8,08 (m, 2H), 8,03 (m, 1H), 7,96 (br d, 1H), 7,81
(d, 1H), 7,70 (t, 1H), 7,61 (br m, 3H), 7,48 (m, 2H), 7,37 (t, 1H), 7,27 (br m, 2H), 7,08 (s, 2H), 4,99 (br d, 3H), 4,68 (t,
1H), 4,39 (m, 1H), 4,20 (m, 2H), 4,04 (m, 1H), 3,87 (br d, 2H), 3,74 (br m, 1H) 3,65 (br t, 2H), 3,48 (br m, 4H), 3,43 (br
m, 2H), 3,26 (br m, 2H), 3,00 (br m, 2H), 2,80 (m, 1H), 2,76 (m, 1H), 2,66 (br m, 2H), 2,36 (br m, 1H), 2,22 (s, 3H),
2,00 (m, 1H), 1,87 (m, 1H), 1,69 (br m, 1H), 1,62 (br m, 1H), 1,40 (br m, 4H), 1,31-1,02 (m, 10H), 0,96 (m, 2H), 0,85
(m, 12H). MS (ESI-) m/e 1610,3 (M-H).

2.123 Sintesis del acido (6S)-2,6-anhidro-6-(2-{2-[({[2-({3-[(4-{6-[8-(1,3-benzotiazol-2-ilcarbamoil)-3,4-
dihidroisoquinolin-2(1H)-il]-2-carboxipiridin-3-il}-5-metil- 1H-pirazol-1-il)metil]-5,7-dimetiltriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-
il}oxi)etil](2-sulfoetil)carbamoil}oxi)metil]-5-({N-[(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)acetil]-L-valil-L-
alanil}amino)fenil}etil)-L-gulénico (Sinton SZ)

2.123.1 (3R,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-(benciloximetil)-tetrahidropiran-2-ona

A una mezcla de (3R,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-(benciloximetil)-tetrahidro-2H-piran-2-ol (75 ¢g) en
dimetilsulféxido (400 ml) a 0 °C se le afiadié anhidrido acético (225 ml). La mezcla se agit6 durante 16 horas a
temperatura ambiente antes de enfriarse a 0 °C. Se afiadié un gran volumen de agua y se detuvo la agitacion de
modo que se dejé reposar la mezcla de reaccion durante 3 horas (la lactona bruta migré al fondo del matraz). Se
elimino el sobrenadante y la mezcla bruta se diluy6é con acetato de etilo y se lavd 3 veces con agua, se neutralizo
con una mezcla acuosa saturada de NaHCOz3 y se lavé de nuevo dos veces con agua. Después, la capa organica se
seco sobre sulfato de magnesio, se filtré y se concentrd para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 561 (M+Na)*.

2.123.2 (3R,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-(benciloximetil)-2-etinil-tetrahidro-2H-piran-2-ol
A una mezcla de etiniltrimetilsilano (18,23 g) en tetrahidrofurano (400 ml) bajo nitrégeno y enfriada en un bafio de
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hielo seco/acetona (temperatura interna -65 °C) se le afadi6 BuLi 2,5 M en hexano (55,7 ml) gota a gota,
manteniendo la temperatura mas abajo de -60 °C. La mezcla se agité en un bafio frio durante 40 minutos, seguido
de un bafio de agua helada (la temperatura interna aumenté a 0,4 °C) durante 40 minutos y finalmente se enfrié de
nuevo a -75 °C. Se afiadi6 gota a gota una mezcla del Ejemplo 2.123.1 (50 g) en tetrahidrofurano (50 ml),
manteniendo la temperatura interna mas abajo de -70 °C. La mezcla se agité en un bafio de hielo seco/acetona
durante 3 horas mas. La reaccion se inactivé con una mezcla ¢e NaHCO3 acuoso saturado (250 ml). La mezcla se
dej6 calentar a temperatura ambiente, se extrajo con acetato de etilo (3 x 300 ml), se secé sobre MgSOg, se filtro, y
se concentré al vacio para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 659 (M+Na)*.

2.123.3 trimetil(((3S,4R,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-(benciloximetil)-tetrahidro-2H-piran-2-il)etinil)silano

A una mezcla mixta del Ejemplo 2.123.2 (60 g) en acetonitrilo (450 ml) y diclorometano (150 ml) a -15 °C en un bafio
de hielo y sal se le afiadi6 trietilsilano (81 ml) gota a gota, seguido de la adicion del complejo de éter dietilico de
trifluoruro de boro (40,6 ml) a una velocidad tal que la temperatura interna no supere los -10 °C. A continuacién, la
mezcla se agité de -15 °C a -10 °C durante 2 horas. La reaccién se inactivd con una mezcla de NaHCO3z acuoso
saturado (275 ml) y se agit6 durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, la mezcla se extrajo con acetato de etilo
(3 x 550 ml). Los extractos se secaron sobre MgSOQa, se filtraron y se concentraron. El residuo se purifico mediante
cromatografia ultrarrdpida mediante la elucién con un gradiente de acetato de etilo/éter de petréleo del 0 % al 7 %
para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 643 (M+Na)*.

2.123.4 (2R,3R,4R,5S)-3,4,5-tris(benciloxi)-2-(benciloximetil)-6-etinil-tetrahidro-2H-pirano

A una mezcla mixta del Ejemplo 2.123.3 (80 g) en diclorometano (200 ml) y metanol (1000 ml) se le afiadi6 una
mezcla acuosa de NaOH (258 ml). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 2 horas. Se elimin6 el
solvente. Después, el residuo se distribuy6 entre agua y diclorometano. Los extractos se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Naz2SQa, se filtraron y se concentraron para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 571 (M+Na)™.

2.123.5 (2R,3R,4R,5S)-2-(acetoximetil)-6-etinil-tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triiltriacetato

A una mezcla del Ejemplo 2.123.4 (66 g) en anhidrido acético (500 mL) enfriada mediante un bafio de hielo/agua se
le afiadio el complejo de éter dietilico de trifluoruro de boro (152 mL) gota a gota. La mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 16 horas, se enfrid con un bafio de hielo/agua y se neutralizé con la mezcla acuosa saturada de
NaHCOs. La mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 500 ml), se secé sobre Na2SOs, se filtr6 y se concentr6 al
vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrdpida mediante la elucién con un gradiente de acetato de
etilo/éter de petroleo del 0 % al 30 % para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 357 (M+H)*.

2.123.6 (3R,4R,5S,6R)-2-etinil-6-(hidroximetil)-tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triol

A una mezcla del Ejemplo 2.123.5 (25 g) en metanol (440 ml) se le afiadié6 metanolato de sodio (2,1 g). La mezcla se
agito a temperatura ambiente durante 2 horas y luego se neutralizé con HCI 4 M en dioxano. Se eliminé el solvente y
el residuo se adsorbi6 sobre gel de silice y se cargd en una columna de gel de silice. La columna se eluy6 con un
gradiente de 0 a 100 % de acetato de etilo/éter de petréleo y luego 0 % a 12 % de metanol/acetato de etilo para dar
el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 211 (M+Na)*.

2.123.7 Acido (2S,3S,4R,5R)-6-etinil-3,4,5-trihidroxi-tetrahidro-2H-piran-2-carboxilico

Un matraz de fondo redondo de tres bocas se cargd con el Ejemplo 2.123.6 (6,00 g), KBr (0,30 g), bromuro de
tetrabutilamonio (0,41 g) y 60 mL de mezcla acuosa saturada de NaHCOs. Se afiadi6 TEMPO ((2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-il)oxilo, 0,15 g) en 60 ml de diclorometano. La mezcla se agité vigorosamente y se enfrié en un
bafio de hielo y sal a una temperatura interna de -2 °C. Se afiadié una mezcla de salmuera (12 ml), se mezcla
acuosa de NaHCOs (24 ml) y NaOCI (154 ml) gota a gota de manera que la temperatura interna se mantuvo por
debajo de 2 °C. El pH de la mezcla de reaccidon se mantuvo en el intervalo de 8,2 a 8,4 con la adicion de Na2COz3
sélido. Después de un total de 6 horas, la mezcla de reaccién se enfri6 a una temperatura interna de 3 °C y se
afadio etanol (~20 ml) gota a gota. La mezcla se agitdé durante 30 minutos. La mezcla se transfiri6 a un embudo de
decantacion y se descarto la capa de diclorometano. El pH de la capa acuosa se ajustdé a 2-3 mediante el uso de
HCl acuoso 1 M. Después, la capa acuosa se concentré hasta sequedad para producir un sélido. Se afiadi6 metanol
(100 ml) al solido seco y la suspension se agité durante ~30 minutos. La mezcla se filtré sobre una capa de tierra de
diatomeas y el residuo en el embudo se lavo con ~100 ml de metanol. El filtrado se concentré a presion reducida
para obtener el compuesto del titulo.

2.123.8 (2S,3S,4R,5R)-6-¢etinil-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilato de metilo

Se carg6 un matraz de fondo redondo de tres bocas de 500 mL con una suspensién del Ejemplo 2.123.7 (6,45 g) en
metanol (96 ml) y se enfri6 en un bafio de hielo y sal con una temperatura interna de -1 °C. Se afiadio
cuidadosamente cloruro de tionilo puro (2,79 ml). La temperatura interna siguié aumentando durante la adicion, pero
no excedié los 10 °C. Se dejé que la reaccion se calentara lentamente hasta 15-20 °C durante 2,5 horas. Después
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de 2,5 horas, se concentrd la reaccion para dar el compuesto del titulo.
2.123.9 (3S,4R,5S,6S)-2-etinil-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triiltriacetato

Al Ejemplo 2.123.8 (6,9 g) como una mezcla en N,N-dimetilformamida (75 ml) se le afiadi6 4-(dimetilamino)piridina
(0,17 g) y anhidrido acético (36,1 ml). La suspension se enfrié en un bafio de hielo y se afiadié piridina (18,04 ml)
mediante una jeringa durante 15 minutos. Se dejé calentar la reaccién a temperatura ambiente durante la noche. Se
afiadieron mas anhidrido acético (12 ml) y piridina (6 ml) y se continué la agitacion durante 6 horas mas. La reaccién
se enfrid en un bafio de hielo y se afiadié 250 ml de mezcla acuosa saturada de NaHCOz3 y se agité durante 1 hora.
Se afadié agua (100 ml) y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. El extracto organico se lavé dos veces con una
mezcla saturada de CuSOa, se secoO, se filtrd y se concentrd. El residuo se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida, mediante la elucion con acetato de etilo/éter de petréleo al 50 % para dar el compuesto del titulo. *H
RMN (500 MHz, metanol-d4) & ppm 5,29 (t, 1H), 5,08 (td, 2H), 4,48 (dd, 1H), 4,23 (d, 1H), 3,71 (s, 3H), 3,04 (d, 1H),
2,03 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 1,98 (s, 4H).

2.123.10 Acido 2-yodo-4-nitrobenzoico

Se carg6 un matraz totalmente encamisado de 3 L equipado con un agitador mecénico, sonda de temperatura y un
embudo de adicion en atmosfera de nitrdgeno, con acido 2-amino-4-nitrobenzoico (69,1 g, Combi-Blocks) y acido
sulfdrico, 1,5 M acuoso (696 ml). La suspension resultante se enfrié a una temperatura interna de 0 °C y se afiadié
gota a gota una mezcla de nitrito de sodio (28,8 g) en agua (250 ml) durante 43 minutos con la temperatura
mantenida por debajo de 1 °C. La reaccion se agitdé a aprox. 0 °C durante 1 hora. Se afiadi6 gota a gota una mezcla
de yoduro de potasio (107 g) en agua (250 ml) durante 44 minutos con la temperatura interna mantenida por debajo
de 1 °C. (Inicialmente la adicion fue exotérmica y hubo desprendimiento de gas). La reaccion se agit6 durante 1 hora
a 0 °C. La temperatura se elevo a 20 °C y luego se agité a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de
reaccion se convirtié en suspension. La mezcla de reaccion se filtro y el sélido recogido se lavd con agua. El sélido
hdamedo (~ 108 g) se agit6 en sulfito de sodio al 10 % (350 ml, con ~ 200 ml de agua usada para lavar en el sdlido)
durante 30 minutos. La suspensién se acidificé con acido clorhidrico concentrado (35 ml) y el sélido se recogi6 por
filtracion y se lavé con agua. El sdlido se suspendioé en agua (1 1) y se volvié a filtrar, y el solido se dej6 secar en el
embudo durante la noche. A continuacion, se seco el solido en un horno de vacio durante 2 horas a 60 °C. El sélido
resultante se trituré con diclorometano (500 ml) y la suspension se filtr6 y se lavé con mas diclorometano. El sélido
se seco al aire para dar el compuesto del titulo.

2.123.11 (2-yodo-4-nitrofenil)metanol

Se cargd un matraz de 3 bocas de 3 L secado a la llama con el Ejemplo 2.123.10 (51,9 g) y tetrahidrofurano (700
ml). La mezcla se enfrié en un bafio de hielo a 0,5 °C y se afiadio gota a gota el complejo de boranotetrahidrofurano
(443 ml, 1 M en THF) (desprendimiento de gas) durante 50 minutos, alcanzando una temperatura interna final de 1,3
°C. La mezcla de reaccidn se agitd durante 15 minutos y se retir6 el bafio de hielo. Se dejé que la reaccién alcanzara
la temperatura ambiente durante 30 minutos. Se instalé una manta calefactora y la reacciéon se calent6 a una
temperatura interna de 65,5 °C durante 3 horas y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente mientras se agitaba
durante la noche. La mezcla de reaccion se enfrié en un bafio de hielo a 0 °C y se inactivd mediante la adicion gota a
gota de metanol (400 ml). Después de un breve periodo de incubacion, la temperatura se elevo rapidamente a 2,5
°C con desprendimiento de gas. Después de agregar los primeros 100 ml durante aproximadamente 30 minutos, la
adicion dejo de ser exotérmica y ceso el desprendimiento de gas. Se retird el bafio de hielo y se agité la mezcla a
temperatura ambiente bajo nitrdgeno durante la noche. La mezcla se concentrd hasta un sélido, se disolvié en
diclorometano/metanol y se adsorbié sobre gel de silice (~ 150 g). El residuo se cargd en un lecho corto de gel de
silice (3000 ml) y se eluy6 con diclorometano para dar el compuesto del titulo.

2.123.12 (4-amino-2-yodofenil)metanol

Se cargd un matraz de 5 | equipado con un agitador mecanico, manto calefactor controlado por una sonda de
temperatura JKEM y un condensador con el Ejemplo 2.123.11 (98,83 g) y etanol (2 I). La reaccion se agitd
rapidamente y se afiadid hierro (99 g), seguido de una mezcla de cloruro de amonio (20,84 g) en agua (500 ml). La
reaccion se calent6 en el transcurso de 20 minutos a una temperatura interna de 80,3 °C, donde comenzoé a refluir
vigorosamente. Se dejo caer el manto hasta que se calmé el reflujo. Después de eso, la mezcla se calenté a 80 °C
durante 1,5 horas. La reaccion se filtro en caliente a través de un filiro de membrana y el residuo de hierro se lavo
con acetato de etilo/metanol caliente al 50% (800 ml). El eluyente se pasé a través de una almohadilla de tierra de
diatomeas vy el filtrado se concentré. El residuo se repartio entre salmuera al 50 % (1500 ml) y acetato de etilo (1500
ml). Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (400 ml x 3). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para dar el compuesto del titulo, que se
usoO sin purificacién adicional.

2.123.13 4-(((terc-butildimetilsilil)oxi)metil)-3-yodoanilina

Se carg6 un matraz de 5 L con un agitador mecanico con el Ejemplo 2.123.12 (88 g) y diclorometano (2 L). La
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suspension se enfrid en un bafio de hielo a una temperatura interna de 2,5 °C y se afiadié terc-butilclorodimetilsilano
(53,3 g) en porciones durante 8 minutos. Después de 10 minutos, se afiadié en porciones 1H-imidazol (33,7 g) a la
reaccion fria. La reaccién se agité durante 90 minutos mientras la temperatura interna se elevaba a 15 °C. La mezcla
de reaccion se diluyé con agua (3 1) y diclorometano (1 ). Las capas se separaron y la capa organica se secé sobre
sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrdé hasta un aceite. El residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de
silice (1600 g de gel de silice), mediante la elucién con un gradiente de acetato de etilo al 0-25 % en heptano, para
dar el compuesto del titulo como un aceite.

2.123.14 Acido (S)-2-((S)-2-(((((9H-fluoren-9-il))metoxi)carbonil)amino)-3-metilbutanamido)propanoico

A una mezcla de &cido (S)-2-(((((9H-fluoren-9-il)ymetoxi)carbonil)amino)-3-metilbutanoico (6,5 g) en dimetoxietano (40
ml) se le afadi6 acido (S)-2-aminopropanoico (1,393 g) y bicarbonato de sodio (1,314 g) en agua (40 ml). Se afiadié
tetrahidrofurano (20 ml) para ayudar a la solubilidad. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante
16 horas. Se afiadi6 acido citrico acuoso (15 %, 75 ml) y la mezcla se extrajo con 2-propanol al 10 % en acetato de
etilo (2 x 100 ml). Se formd un precipitado en la capa orgénica. Las capas organicas combinadas se lavaron con
agua (2 x 150 ml). La capa organica se concentré a presion reducida y luego se tritur6 con éter dietilico (80 ml).
Después de una breve sonicacion, el compuesto del titulo se recogio por filtracion. MS (ESI) m/e 411 (M+H)*.

2.123.15 (9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-(((S)-1-((4-(((terc-butildimetilsilil)oxi)metil)-3-yodofenil)amino)-1-oxopropan-2-il)
amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)carbamato

A una mezcla del Ejemplo 2.123.13 (5,44 g) y del Ejemplo 2.123.14 (6,15 g) en una mezcla de diclorometano (70 ml)
y metanol (35,0 ml) se le afiadié 2-etoxiquinolin-1(2H)-carboxilato de etilo (4,08 g) y la reaccién se agité durante la
noche. La mezcla de reaccion se concentrd y se cargd sobre gel de silice, mediante la elucién con un gradiente de
heptano del 10 % al 95 % en acetato de etilo seguido de metanol al 5 % en diclorometano. Las fracciones que
contenian el producto se concentraron, se disolvieron en metanol al 0,2 % en diclorometano (50 ml), se cargaron
sobre gel de silice y se eluyeron con un gradiente de metanol del 0,2 % al 2 % en diclorometano. Se recogieron las
fracciones que contenian el producto para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 756,0 (M+H)*.

2.123.16 (2S,3S,4R,5S,6S)-2-((5-((S)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilo)amino)-3-
metilbutanamido)propanamido)-2-(((tercbutildimetilsilil)oxi)metil)fenil)etinil)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-
3,4,5-triiltriacetato

Una mezcla del Ejemplo 2.123.9 (4,500 g), Ejemplo 2.123.15 (6,62 g), yoduro de cobre (I) (0,083 g) y dicloruro de
bis(trifenilfosfina)paladio (1) (0,308 g) se combind en un vial y se desgasificd. Se afadieron N,N-dimetilformamida
(45 ml) y N-etil-N-isopropilpropan-2-amina (4,55 ml) y el recipiente de reaccién se lavdé abundantemente con
nitrégeno y se agitd a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se distribuyé entre agua (100 ml) y
acetato de etilo (250 ml). Las capas se separaron y la capa organica se seco sobre sulfato de magnesio, se filtrd y
se concentré. El residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucién con un gradiente de
acetato de etilo del 5 % al 95 % en heptano. El producto que contenia las fracciones se recogio, se concentro y se
purificé mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucion con un gradiente de metanol en diclorometano
del 0,25 % al 2,5 % para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 970,4 (M+H)*.

2.123.17 (2S,3S,4R,5S,6S)-2-(5-((S)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilo)amino)-3-
metilbutanamido)propanamido)-2-(((tercbutildimetilsilil)oxi)metil)fenetil)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-
triiltriacetato

El ejemplo 2.123.16 (4,7 g) y tetrahidrofurano (95 ml) se afiadieron a Pt/C al 5 % (2,42 g, himedo) en una botella a
presion de 50 ml y se agité durante 90 minutos a temperatura ambiente bajo 50 psi de hidrégeno. La reaccion se
filtré y se concentré para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 974,6 (M+H)*.

2.123.18 (2S,3S,4R,5S,6S)-2-(5-((S)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilo)amino)-3-
metilbutanamido)propanamido)-2-(hidroximetil)fenetil)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triiltriacetato

Una mezcla del Ejemplo 2.123.17 (5,4 g) en tetrahidrofurano (7 ml), agua (7 ml) y acido acético glacial (21 ml) se
agitdé durante la noche a temperatura ambiente. La reaccion se diluyé con acetato de etilo (200 ml) y se lavd con
agua (100 ml), una mezcla de NaHCOs acuoso saturado (100 ml), salmuera (100 ml), se sec6 sobre sulfato de
magnesio, se filtrd, y se concentré. El residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice, mediante la
elucién con un gradiente de metanol del 0,5 % al 5 % en diclorometano, para dar el compuesto del titulo. MS (ESI)
m/e 860,4 (M+H)".

2.123.19 (2S,3S,4R,5S,6S)-2-(5-((S)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilo)amino)-3-
metilbutanamido)propanamido)-2-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenetil)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-
3,4,5-triiltriacetato

A una mezcla del Ejemplo 2.123.18 (4,00 g) y bis(4-nitrofenil)carbonato (2,83 g) en acetonitrilo (80 ml) se le afiadio
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N-etil-N-isopropilpropan-2-amina (1,22 ml) a temperatura ambiente. Después de agitar durante la noche, la reaccion
se concentrd, se disolvié en diclorometano (250 ml) y se lavé con la mezcla de NaHCOs acuoso saturado (4 x 150
ml). La capa organica se sec6 sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentrd. La espuma resultante se purifico
mediante cromatografia en gel de silice, mediante la elucidn con un gradiente de acetato de etilo del 5 % al 75 % en
hexanos para dar el compuesto del titulo. MS (ESI) m/e 1025,5 (M+H)*.

2.166 Sintesis del acido 6-(8-(benzo[d]tiazol-2-ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-  3-(1-((3-(2-((((2-(2-
((2S,3R,4R,5S,6S)-6-carboxi-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-il)etilo)-4 -((S)-2-((S)-2-(2-((3S,5S)-3-(2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il)-2-oxo0-5-((2-sulfoetoxi)metil)pirrolidin-1-il)acetamido)-3-
metilbutanamido)propanamido)bencil)oxi)carbonil)((S)-3,4-dihidroxibutil)amino)etoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-
il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)picolinico (Sinton AAA)

El compuesto del titulo se preparé sustituyendo el Ejemplo 2.167.1 por el Ejemplo 2.119.16 en el Ejemplo 2.119.17.
1H RMN (500 MHz, dimetilsulféxido-ds) & ppm 9,86 (br d, 1H), 8,17 (br d, 1H), 8,04 (m, 2H), 7,78 (d, 1H), 7,61 (d,
1H), 7,51 (br d, 1H), 7,49-7,39 (m, 4H), 7,36 (m, 2H), 7,29 (s, 1H), 7,21 (d, 1H), 7,07 (s, 2H), 6,95 (d, 1H), 5,00 (s,
2H), 4,96 (s, 2H), 4,64 (t, 1H), 4,36 (m, 1H), 4,19 (m, 1H), 4,16 (d, 1H), 4,01 (d, 1H), 3,88 (br t, 2H), 3,82 (br m, 3H),
3,75 (br m, 1H), 3,64 (t, 2H), 3,54 (d, 2H), 3,47 (m, 4H), 3,43 (br m, 4H), 3,23 (br m, 5H), 3,13 (t, 1H), 3,10 (br m, 1H),
3,01 (br m, 2H), 2,93 (t, 1H), 2,83-2,68 (m, 3H), 2,37 (m, 1H), 2,08 (s, 3H), 1,99 (br m, 2H), 1,85 (m, 1H), 1,55 (br m,
1H), 1,37 (br m, 1H), 1,28 (br m, 6H), 1,10 (br m, 7H), 0,93 (br m, 1H), 0,88-0,69 (m, 12H). MS (ESI) m/e 1713,6
(MHY).

Sintesis alternativa del acido 6-(8-(benzo[d]tiazol-2-ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-3-(1-((3-(2-((((2-(2-
((2S,3R,4R,SS,6S)-6-carboxi-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-il)etilo)-4-((S)-2-((S)-2-(2-((3S,5S)-3-(2,5-diox0-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il)-2-ox0-5-((2-sulfoetoxi)metil)pirrolidin-1-il)acetamido)-3-
metilbutanamido)propanamido)bencil)oxi)carbonil)((S)-3,4-dihidroxibutil)amino)etoxi)-5,7-dimetiladamantan-1-
il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)picolinico (Sinton AAA)

2.167.1  Acido  3-(1-((3-(2-((((4-((S)-2-((S)-2-amino-3-metilbutanamido)propanamido)-2-(2-((2S,3R,4R,5S,6S)-6-
carboxi-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-il)etil)bencil)oxi)carbonil)((S)-3,4-dihidroxibutilo)amino)etoxi)-5, 7-
dimetiladamantan-1-il)metil)-5-metil-1H-pirazol-4-il)-6-(8-(benzo[d]tiazol-2-ilcarbamoil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-
il)picolinico

El ejemplo 2.167.1 se prepard sustituyendo el ejemplo 2.123.19 por (9H-fluoren-9-il)metil((S)-3-metil-1-(((S)-1-((4-
((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)amino)-1-oxo-5-ureidopentan-2-ilJamino)-1-oxobutan-2-il)carbamato y
sustituyendo el Ejemplo 1.85 por el Ejemplo 1.2.9 en el Ejemplo 2.49.1. MS (ESI) m/e 1355,5 (MH)".

Ejemplo 3: Generacion de Anticuerpos Monoclonales Anti-B7-H3 de Ratén mediante la Tecnologia de Hibridomas de
Ratén

Se generaron anticuerpos especificos de B7-H3 mediante el uso de la tecnologia de hibridomas de ratén.
Especificamente, se usaron como inmundégenos una linea celular de fibroblastos de raton (3T12) que expresa B7-H3
humana de longitud completa, asi como también proteinas de fusion B7-H3-ECD-Fc humana recombinante humana
o de ratén, cuyas secuencias se proporcionan en la Tabla 1. Se usaron lineas celulares HCT116 humanas que
expresan B7-H3 humana para determinar el titulo de antisueros y para seleccionar anticuerpos especificos de
antigeno. Las lineas celulares se expusieron a aproximadamente 3000 mREM de radiacion de fuente gamma antes
de la inmunizacién. Dos cepas diferentes de ratones se inmunizaron en el corvejon con dosis que contiene 5 x 106
células/raton/inyeccién o 10 ug de proteina/ ratén/inyeccion en presencia del adyuvante Gerbu MM (Cooper-Casey
Corporation, Valley Center, CA, EE. UU.) para inmunizaciones tanto primarias como de refuerzo. Para aumentar la
respuesta inmune a B7-H3 de ratdn, los ratones fueron reforzados con una mezcla de proteinas Fc humanas y B7-
H3-ECD-Fc humana de ratdén para los reforzamientos finales. Brevemente, los antigenos se prepararon en PBS
como sigue: 200 x 108 células/ml o 400 ug/ml de proteina. El volumen calculado de antigeno se transfirié a un tubo
de microcentrifuga estéril y luego se afiadié un volumen igual de Gerbu MM. La solucién se mezclé suavemente
mediante agitacién con vortex durante 1 minuto. A continuacion, se extrajo la solucién de adyuvante-antigeno en una
jeringa adecuada para inyeccion en animales. Se inyect6 un total de 25 pl de la mezcla en el corvején de cada pata
del raton. Cada animal se reforz6 3 veces antes de que se determinara el titulo de suero para los grupos. Todos los
animales recibieron 2 refuerzos adicionales con una mezcla igual de proteinas B7-H3-ECD-Fc humana de ratén y
B7-H3 humana-ECD-Fc humana en adyuvante antes de la fusion.

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2861 499 T3

Tabla 1: Secuencias de aminoacidos de las proteinas recombinantes usadas para inmunizacion o cribado

Proteina

Secuencia de Aminoacidos

Longitud total
de la B7-H3
humana

MLRRRGS PGMGVHVGARLGALWECLTGALEVOVPEDPVVALVGIDATLCCSESPEDRG
FSLAQLNLIWOLTDTKOLVHS FAEGODQGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLORVRY
ADEGSFTCFVSIRDFGSAAVSLOVALPY SKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYQGY
PEAEVEWQDGOQGVPLTGNVITTSOMANEQGLEDVHSILRVVLGANGT Y SCLVRNPVLQ
QDRHSSVTITPORSPTGAVEVOVEEDPVVALVGTDATLRCSFSPEPGFSLAQLNLIW
QLTDTKQLVHSFTEGRDQGSEY ANRTAL FPDLLAQGNASLRLORVRVADEGSFTCEY
STIRDFGSAAVSLQVAAPY SKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGY PEAEVEFWQDG
QGVPLTGNVTTSQMANEQGLFDVHSVLRVVLGANGTY SCLVRNPVLQQODAHGSVTIT
GQPMT FPPEALWVTVGLSVCLIALLVALAFVCWRKIKQSCEEENAGAEDQDGEGEGS
KTALQPLKHSDSKEDDGQEIR (SEQ ID NO: 149)

B7-H3-ECD
humano
(fusion a fc)

MLRRRGSPGMGVHVGRAALGALWECLTGALEVOVPEDPVVALVGTDATLCCSESPEPG
FSLAQLNLIWQLTDTRKOQLVHSFAEGODOGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLORVRV
ADEGSFTCEVSIREDEFGSAAVSLOVARPY SKPSMTLEPNKDLEPGDTIVTITCSSYQGY
PEAEVFWQDGOGVPLTGNVTTSQMANEQGLFDVHSILEVVLGANGTY SCLVRNPVLQ
QODAHSSVTITPQRSPTGAVEVQVPEDPVVALVGTDATLRCSFSPEPGFSLAQLNLIW
QLTDTRQLVHSFTEGRDQGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLORVRVADEGSFTCEV
SIRDEGSRAAVSLQVAAPY SKPSMTLEPNEDLRPGDTVTITCSSYRGYPEAEVFWQDG
QGVPLTGNVITTSOMANE QGLFDVHSVLRVVLGANGTY SCLVRNPVLOQOQDAHGSVTIT
GOPMTFAAADKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
EDPEVKEKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
FALPAPIEKT ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVEGEY PSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLY SKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TQK
SLSLSPGK (SEQ ID NO: 150}

B7-H3-ECD de
raton (fusion a
fc)

MLRGWGGPSVGVCVRTALGVLCLCLTGAVEVQVSEDPVVALVDTDATLRCSEFSPEPG
FSLAQLNLIWQLTDTKOLVHSFTEGRDQGSAY SNRTALFPDLLVOGNASLRLORVRV
TDEGSYTCEVSIQDEFDSAAVSLOVAAPYSKPEMTLEPNKDLRPGNMVTITCSSYQGY
PEAEVEWKDGQGVPLTGNVTTSQMANERGLEFDVHSVLRVVLGANGTY SCLVRNEPVLQ
QDAHGSVTITGQPLTFAAADKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPRKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLN
GEEYKCKVSNEALPAPTFEETISKARKGQPREPOVYTLPPSREEMTENOVSLTCLVEGE
YESDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLY SKLTVDKSRWQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK (3SEQ ID NO: 151)

B7-H3-ECD
humano
(marcado con
His)

MEFGLSWLFLVATLEKGVQCGALEVQVPEDPVVALVGTDATLCCSFSPEPGFSLAQLN
LIWQLTDTEKQLVHSFAEGODOGSAYANRTALFPDLLAQGNASLRLORVRVADEGSET
CEVSIRDEGSAAVSLOVAAPY SKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYQGYPEAEVEW
QDGOGVPLTGNVITSOMANEQGLEDVHSILRVVLGANGTY SCLVENEVLOQDAHSSV
TITPQRSPTGAVEVQVPEDEVVALVGTDATLRCSESPEPGEFSLAQLNLIWQLTDTKO
LVHSFTEGRDQGSAY ANRTALFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEGSEFTCEFVSIRDEGS
AAVSLOVAAPY SKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGY PEAEVFWODGQGVPLTG
NVTTSOMANEQGLEDVHSVLRVVLGANGTY SCLVRNPVLOODAHGSVT ITGOPMTHH
HHHH (SEQ ID NO: 152)

B7-H3-ECD de MEFGLSWLFLVAILEGVQCVEVQVSEDPVVALVDTDATLRCSFSPEPGFSLAQLNLT
raton (marcado WOLTDTRQLVHSFTEGRDQGSAY SNRTATLFPDLLVOGNASLRLORVEVTDEGSYTCE
con His) VSIQDFDSAAVSLOVAAPY SKPSMTLEPNKDLREPGNMVTITCSSYQGY PEAEVEWED
GQGVPLTGNVTTSQMANERGLFDVHSVLRVVLGANGTY S
CLVRNPVLQQDAHGSVTITGQPLTFHHHHHH (SEQ ID NO: 153)
Cyno B7-H3- MLHRRGSPGMGVHVGAALGALWFCLTGALEVQVPEDPVVALVGTDATLRCSESPEPG
ECD (marcado FSLAQLNLIWQLTDTRKOLVHS FTEGRDOGSAYANRTALFLDLLAQGNASLRLORVRY
con His) ADEGSFTCEVSIRDEGSAAVSLOVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGY

PEAEVFWODGQGAPLTGNVTTSOMANEQGLFDVHSVLRVVLGANGTY SCLVRNPVLO
QDAHGSITITPQRSPTGAVEVOVPEDPVVALVGTDATLRCSEFSPEPGESLAQLNLIW
QLTDTKQLVHSFTEGRDQGSAY ANRTALEFLDLLAQGNASLRLOQRVRVADEGSETCEY
SIRDEGSAAVSLQVAAPYSKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGY PEAEVEWQDG
QGAPLTGNVTTSQMANEQGLEFDVHSVLRVVLGANGTY SCLVRNPVLQQDAHGSVTIT
GQPMTFAARHHHHHHHH (SEQ ID NO: 154)

Nota: las secuencias lideres, Fc e His estan subrayadas
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Fusién y deteccién de hibridomas

Se cultivaron células de la linea celular de mieloma murino (NS-0, ECACC Num. 85110503) para alcanzar la fase
logaritmica justo antes de la fusion. Se extrajeron los ganglios linfaticos popliteos e inguinales de cada raton y se
prepararon de forma estéril suspensiones de células individuales. Los linfocitos se fusionaron con células de
mieloma (E. Harlow, D. Lane, Antibody: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1998); Kohler G. y Milstein C., “Continuous cultures of fused cell secreting antibody of predefined
specificity”, Nature, 256:495-497 (1975); BTX Harvard Apparatus (Holliston, MA, EE. UU.) ECM 2001 manual
técnico). Las células hibridas fusionadas se distribuyeron en placas de 96 pocillos en medio DMEM/10 % FBS/HAT.
Los sobrenadantes de las colonias de hibridomas supervivientes se sometieron a un escrutinio basado en células
mediante el uso de lineas celulares humanas que expresan la B7-H3 humana recombinante. Brevemente, se
descongel6 una linea celular humana que expresaba la B7-H3 humana y se dispens6 directamente en placas de 96
pocillos (negras con fondo transparente para imagenes) a 50 000 células/pocillo en medio de cultivo y se incubd
durante 2 dias a 37 °C para alcanzar el 50 % de confluencia. Los sobrenadantes de hibridoma (50 pl/pocillo) se
transfirieron a las placas respectivas y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se elimin6 el
medio de cada pocillo y se us6 IgG-AF488 anti-raton de cabra (Invitrogen, Num. A11029, Grand Island, NY, EE. UU.)
para la deteccion mediante el uso del Analizador InCell 2000 (GE). Los aciertos se expandieron y la unién se
confirm6 mediante FACS mediante el uso de una linea celular humana diferente o una linea celular de raton que
expresaba la B7-H3 humana y IgG-PE anti-raton de cabra para la deteccion. La especificidad de la especie se
determiné mediante el uso del formato ELISA de acuerdo con el siguiente procedimiento. Las placas de ELISA se
recubrieron con proteinas B7-H3-ECD-humana Fc humano, B7-H3-ECD-his de cynomolgous o B7-H3-ECD-humana
Fc de raton durante la noche a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y se afiadieron supos de hibridomas
(100 pl) a cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron, se usoé 1gG-
HRP anti-raton de burro (Jackson Immunochemicals, Nim. 115-035-071, West Grove, PA, EE. UU.) para la
deteccion, y se observaron las OD de unién a 650 nm.

Se subclon6 una seleccion de aciertos mediante el uso de MoFlo (Beckman, Indianapolis, IN, EE. UU.) mediante el
depdsito de una Unica célula por pocillo en placas de cultivo celular de 96 pocillos para asegurar la clonalidad de la
linea celular. Las colonias resultantes se cribaron para determinar su especificidad mediante FACS mediante el uso
de lineas celulares de fibroblastos de raton 3T12 que expresan la B7-H3 humana, B7-H3 de cynomolgous o B7-H3
de ratdn. El isotipo de cada anticuerpo monoclonal se determiné mediante el uso del kit de isostipado monoclonal de
raton (Roche, Num. 11-493-027-001, Indian&polis, IN, EE. UU.). Se subclonaron y purificaron clones de hibridoma
gue producian anticuerpos que mostraban una alta actividad de unién especifica contra el antigeno B7-H3 humano y
de cynomolgous y se purificaron (Tabla 2).

Tabla 2: Lista de anticuerpos anti-B7-H3 generados mediante el uso de la tecnologia de hibridomas de ratén

Nombre de Unidn FACS (ECso nM)

clonacién Especie / Isotipo B7-H3 Humana |B7-H3 de Cynomolgous|B7-H3 de Raton
Abl IgG1/k de ratén 2,10 1,79 299,0
Ab2 IgG1/k de ratén 1,70 1,50 1,00
Ab3 IgG1/k de ratén 1,66 1,42 0,94
IAb4 IgG2b/k de raton 4,06 3,10 1,75
IAb5 IgG1/k de raton 2,71 1,91 6,01
Ab6 IgG1/k de ratén 1,59 1,53 Sin unién
Ab7 IgG1/k de ratén 3,22 2,67 67,13
Ab8 IgG1/k de ratén 3,83 8,63 193,0
Ab9 IgG1/k de raton 4,49 259,0 0,72
Ab10 IgG2b/k de ratén 3,97 4,46 3,80
Abl1l IgG1/k de ratén 23,40 2,03 568,60
Ab12 IgG1/k de ratén 3,88 6,71 8,72
Ab13 IgG1/k de ratén 1,94 4,12 25,80
Ab14 IgG1/k de ratén 3,03 2,97 102,2
Ab15 IgG1/k de ratén 5,37 6,52 4,61
Ab16 IgG1/k de ratén 3,94 4,28 318,7
Ab17 IgG2b/k de raton 2,75 2,60 2,39
Ab18 IgG1/k de raton 5,98 6,49 Sin unién

Ejemplo 4: Caracterizacion In Vitro de Anticuerpos Monoclonales Anti-B7-H3 de Raton.

La afinidad de union de los anticuerpos monoclonales anti-B7-H3 purificados se determiné mediante resonancia
superficial de plasmones. La tabla 3 muestra las constantes de velocidad de asociacion (ka), las constantes de
velocidad de disociacion (kd) y las constantes de disociacion de equilibrio (Kp) para una serie de anticuerpos
monoclonales (mAb) anti-B7-H3 derivados de hibridoma de ratén que se unen a los ECD solubles de la B7-H3
humana y B7-H3 de cyno. La cinética de union se derivd de las mediciones de SPR mediante el uso de un
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instrumento Biacore T200 y un enfoque de captura de mAb (como se describié en los materiales y métodos mas
abajo).

Tabla 3: Cinética de Biacore de anticuerpos de hibridoma de ratén anti-B7-H3 gue se unen a B7-H3 de humanos y
de mono cynomolgus

huB7-H3 cynoB7-H3
Nombre del
Anticuerpo
Murino ka(1/MS) kd (1/s) KD (M) ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
Abl7 5,4E+05 1,9E-05 3,4E-11 | 5,1E+05 1,0E-05 1,9E-11
Ab18 2,1E+05 3,6E-05 1,7E-10 | 2,4E+05 2,9E-05 1,2E-10
Ab15 8,0E+04 3,4E-05 4,3E-10 | 7,7E+04 7,0E-05 9,1E-10
Ab4 6,9E+05 1,1E-03 1,6E-09 | 5,4E+05 9,6E-04 1,8E-09
Ab8 5,8E+04 9,9E-05 1,7E-09 | 1,6E+05 2,6E-04 1,7E-09
Ab10 4,1E+04 1,9E-04 4,6E-09 | 2,0E+05 4,2E-03 2,0E-08
Ab12 3,8E+04 2,5E-04 6,7E-09 | 5,5E+04 1,0E-05 1,8E-10
Ab5 1,3E+06 1,2E-02 9,2E-09 | 1,4E+06 2,8E-01 2,0E-07
Ab14 1,1E+05 1,4E-03 1,3E-08 | 6,9E+05 3,0E-03 4,3E-09
Cinética pobre
Ab9 6,6E+04 1,1E-03 1,7E-08 ajuste
Ab13 3,3E+05 5,8E-03 1,7E-08 | 4,4E+05 3,7E-03 8,4E-09
Ab3 5,2E+05 1,0E-02 1,9E-08 | 3,8E+05 1,0E-02 2,6E-08
Abl16 1,4E+05 3,2E-03 2,4E-08 | 7,5E+05 5,6E-03 7,5E-09
Ab2 1,2E+05 2,9E-03 2,4E-08 | 2,3E+05 1,1E-02 5,0E-08
Ab11 2,0E+04 8,9E-04 45E-08 | 2,7E+04 7,2E-05 2,6E-09
Ab6 1,2E+04 1,0E-02 8,4E-07 | 2,8E+04 1,2E-02 4,1E-07
Abl sin union observable sin union observable
Ab7 poca unién observable poca unién observable

Se usaron ensayos de unidn por parejas realizados en instrumentos Biacore T200 SPR para determinar el
agrupamiento relativo de epitopos para los mAb anti-B7-H3 murinos como se describié en los métodos més abajo.
La Figura 1 muestra una representacion de la agrupacion de epitopos, que describe la diversidad relativa del epitopo
de la B7-H3 humana y el solapamiento para una serie de mAb anti-B7-H3 identificados en la presente descripcion.
Los grupos de epitopos se representan como évalos individuales, algunos de los cuales se superponen entre si. Los
anticuerpos en diferentes grupos de epitopos pueden unirse a B7-H3 simultdneamente y probablemente se unan a
diferentes epitopos, mientras que los anticuerpos dentro de un grupo de epitopo dado no pueden unirse a B7-H3
simultdneamente y probablemente se unan a epitopos superpuestos. La informacién de la agrupacion se derivé de
un ensayo de union simultdnea como se describié en materiales y métodos. Los grupos de Ab3, Ab4, Ab5, Abl1,
Abl12 y Ab8 eran ambiguos.

Materiales y métodos: Cinéticas de union

Se usaron instrumentos Biacore T200 SPR para medir la cinética de unién de la unién de la B7-H3 humana (analito)
a varios mAb (ligandos). El formato de ensayo fue captura basada en Fc mediante anti-ratén inmovilizado (Fc)
(Pierce 31170) o anti-humano inmovilizado (Fc) (Pierce 31125). Se empled un protocolo de acoplamiento de amina
estandar para inmovilizar los reactivos de captura mediante aminas primarias en la superficie de carboximetil (CM)
dextrano de los chips sensores CM5 (Biacore); los anticuerpos de captura se acoplaron a un nivel de
aproximadamente 5000 RU. Para las mediciones cinéticas de union, el tampon de ensayo fue HBS-EP+ (Biacore):
Hepes 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, polisorbato 20 al 0,05 %. Durante el ensayo, todas las
mediciones se referenciaron solo contra la superficie de captura. Cada ciclo de ensayo constaba de las siguientes
etapas: 1) Captura del ligando hasta aproximadamente 50 RU; 2) Inyeccion del analito sobre la superficie de
referencia y de prueba, 240 pL a 80 pl/min, después de lo cual se controlé la disociacién durante 900 segundos a 80
pl/min; 3) Regeneracion de la superficie de captura con glicina a pH bajo. Para las determinaciones cinéticas, las
inyecciones de analito fueron las series de dilucion de 3 puntos, 9 veces de 900 nM, 100 nM y 11,11 nM, se
incluyeron inyecciones de tampon solo para referencia secundaria. Los datos se procesaron y ajustaron a un modelo
de unién 1:1 mediante el uso del software de evaluacién Biacore T200 para determinar las constantes de velocidad
de la cinética de unidn, ka (asociacion) y kd (disociacion), y la constante de disociacion del equilibrio (afinidad, Kp).

Materiales y métodos: Agrupacion de epitopos

Se usaron ensayos de union por parejas realizados en instrumentos Biacore T200 SPR para determinar el
agrupamiento relativo de los epitopos para una serie de mAb anti-B7-H3. El formato de ensayo fue captura basada
en Fc mediante anti-ratén inmovilizado (Fc) (Pierce 31170) o anti-humano inmovilizado (Fc) (Pierce 31125). Se
empled un protocolo de acoplamiento de amina estandar para inmovilizar los reactivos de captura mediante aminas
primarias en la superficie de carboximetil (CM) dextrano de los chips sensores CM5 (Biacore); los anticuerpos de
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captura se acoplaron a un nivel de aproximadamente 2000 RU. Las mediciones de agrupaciéon de epitopos se
realizaron a 12 °C (la temperatura baja permite agrupar informacion en los mAb de velocidad rapida), el tampo6n de
ensayo fue HBS-EP+ (Biacore): Hepes 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, polisorbato 20 al 0,05 %. Cada
ciclo de ensayo constaba de las siguientes etapas en un sistema de cuatro celdas de flujo: 1) se capturaron mAb de
prueba separados en las celdas de flujo 2, 3y 4 (la celda de flujo 1 era de referencia, sin mAb de prueba); 2) las 4
células de flujo se bloquearon luego mediante inyeccion con el mAb de control de isotipo o coctel de mAb de isotipo
a 50 pg/ml; 3) las 4 células de flujo se inyectaron luego con antigeno o solo con tampén (el tampdn solo es para
doble referencia, hecho para cada par de mAb individualmente); 4) las 4 células de flujo se inyectaron luego con el
segundo mAb de prueba a 10 pg/ml; 5) las 4 células de flujo se regeneraron luego con glicina, pH 1,5. El ensayo se
realiz6 para cada par de mAb de prueba en orientaciones reciprocas. Se evalud la union simultanea examinando la
relacion entre la respuesta de mAb de la segunda prueba y la respuesta de Ag (RUman2/RUag); si esta relacion era
igual o superior a 0,2, la interaccion se puntué como un aglutinante simultaneo. A partir de estos datos del ensayo de
unién por pares, se construyé manualmente un diagrama de estilo "venn" para representar agrupaciones relativas de
epitopos.

Ejemplo 5: Generacion de Anticuerpos Quiméricos Anti-hB7-H3

Tras la identificacion de anticuerpos de hibridoma anti-B7-H3 de raton, se determinaron las regiones variables de la
cadena pesada y ligera (VH y VL) correspondientes a los anticuerpos secretados a partir de células mediante el uso
de la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR). Las regiones variables murinas se
expresaron en células huésped de mamiferos en el contexto de una region constante de inmunoglobulina humana
para proporcionar los anticuerpos quiméricos. La Tabla 4 mas abajo proporciona las secuencias de aminoacidos de
la regién variable para los hibridomas quimerizados de ratén.

Tabla 4: Secuencias de aminoéacidos de la regién variable de anticuerpos anti-B7-H3 de hibridomas de ratén

SEQ_ID Clon Region ple Residuos Secuencia de Aminoacidos
NO: la Proteina

OVOLOQPGAELVKPGASVKLSCKASGY
TFTSYWMHWVKQRPGQGLEWI GMIHPD

1 chAb2  |VH SGTTNYNEKFRSKATLTVDKSSSTAYM
OLSSLTSEDSAVYYCAVYYGSTYWYFD
VWGTGTTVTVSS

> chAb2 CDR-H1 ﬁg§|(iuos 26-35 de SEQ ID GYTFTSYWMH

3 chAb2  |CDR-H2 ﬁgs,i(iuos 50-66 de SEQID | \iHpDSGTTNYNEKFRS

4 chAb2  |CDR-H3 ﬁgs,"iuos 99-109.de SEQID |yyeTywyFDV
DVVMTOTPLSLPVSLGDOAY ISCRSSQ
SLVHINGNTYLHWYROKPGOSPKLLIY

5 chAb2 VL KVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKIS
RVEAEDLGVY FCSQSTHFPFTFGSGTK
LEIK

6 chAb2  |CDR-L1 ﬁgs,'guos 24-39de SEQID  |posqSLVHINGNTYLH

7 chAb2  |CDR-L2 ﬁgs_'guos 55-61de SEQID | ysNRFS

8 chAb2  |CDR-L3 ﬁg?'g“os 94-102 de SEQID |gqgrHFPFT
OVOLOOPGAELVEPGASVELSCKASGY
TFSSYWMHUWVEQRPGOQGLEWIGLIHPD

9 chAb3 VH SGSTNYNEMFENEATLTVDRESSSETAYV
OLSSLTSEDSAVY FCAGGGRLYFDYWG
QGTTLTVSS

10 chAb3  |CDR-H1 ﬁgs_"g“os 26-35de SEQID | oyrrssywMH

11 chAb3  |CDR-H2 ﬁg?iguos 50-66 de SEQID || | ippSGSTNYNEMFKN

12 chAb3 CDR-H3 ﬁ(e)sllguos 99-106 de SEQ ID GGRLYFDY
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(continuacion)

SEQID

Regién de

. Clon . Residuos Secuencia de Aminoéacidos
NO: la Proteina]

DVVMTOTPLET,PVELGDOAS TECRESO
SLVHSNGDTYLRWYLOKPGOSPKLLIY

13 chAb3 VL KVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKIT
RVEAEDLGVYFCSQSTHVPY TFGGGTK
LEIK

14 chAb3  |CDR-L1 ﬁeos,'(igos 24-39de SEQID |psgqsLVHSNGDTYLR

7 chAb3  |CDR-L2 ﬁg?"igos 55-61de SEQID |yysNRFs

15 chAb3  |CDR-L3 ﬁgsf"l’“;os 94-102 de SEQ ID| g o g rhvpyT
OVOLOOPGAELVKPGASVKLSCRASGY
SFTSYWMHWVKORPGOGLEWT GMIHEN

16 chAb4  |[VH SGSNNYNEKFKSKATLTVDKSSNTAYM
OLSSLTSEDSAVYYCARRLGLHEFDYWG
OGTTLTVSS

17 chAb4  |CDR-H1 ﬁgsf'(ljgos 26-35de SEQID | oygrrsywmH

18 chAb4  |CDR-H2 Egsfi‘igos 50-66 de SEQID |y 1ipNSGSNNYNEKFKS

19 chAb4  [CDR-H3 ﬁeosf'cl"gos 99-106 de SEQ ID| ) ¢\ wFDY
DIVMTCSQOKFMSTPVGDRYVS ITCKASQ
NVGTAVAWYOOKPGOSPKLLIY SASNR

20 chAb4 VL
YTGVPDRFTGSGSGTDFTLT ISNMOSE
DLADY FCQQYSSYPYTFGGGTKLEIK

21 chAb4  |CDR-L1 ﬁgs,'g‘éos 24-34de SEQID |, rsqNvGTAVA

22 chAb4  |CDR-L2 ﬁgs,"%os 50-56 de SEQID | o p snNRYT

23 chAb4  |CDR-L3 ﬁgs,'gléos 89-97de SEQID |nqyssypyT
OVOLOQSAAELARPGASVKMSCKASGY
SFTSYTIHWVKORPGOGLEWIGYINPN

24 chAb18 |VH SRNTDYNQKFKDETTLTADRSSSTAYM
OLISLTSEDSAVYYCARYSGSTPYWYF
DVWGAGTTVTVSS

25 chAbl8 [CDRHL |Re9u0®26:35de SEQID | gysFrsyTi

26 chAb18 |CDR-H2 ﬁgsfigios 50-66 de SEQID | y|NpNSRNTDYNQKFKD

27 chAbl8 |CDR-H3 ﬁgs_'gios 99-110 de SEQ ID| y g5 TPYWYFDV
QIVLTQSPATILSASPGERKVTMTCRASS

b8 hAbLS VL SVSYMNWY QOKPGSEPKPWIYATSNLA

c SGVPARFSVSVSGTSHSLTISRVEAED

AATYYCQOWSSNPLTFGAGTELELEK

29 chAbl8 |CDR-L1 ﬁg?'ggos 24-33de SEQID |pASSSYSYMN

30 chAb18 |CDR-L2 ﬁgsf'g‘éos 49-55de SEQID |ATgNLAS

31 CchAb18 |CDR-L3 [|eSiduos 88-96 de SEQID |oawssNPLT

NO: 28
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(continuacion)

SEQID

Region de

NO: Clon la Proteina Residuos Secuencia de Aminoacidos

DVOLOESGPDLVKPSOSLSLICTVTGY
STITSGYSWHWTROFPGNKLEWMGY THS

32 chAb13 |VH SGSTNYNPSLKSRISTNRDTSKNQFFL
OLNSVTTEDTATYYCAGYDDYFEYWGQ

_ GTTLTVSS

33 chAb13 |CDR-H1 ﬁgs,'ggos 26-36 de SEQID |cygiTSGYSWH

34 chAbl3 |[CDR-H2 ﬁgsjiggos 51-66 de SEQID |y 55 GSTNYNPSLKS

35 chAbl3 |CDR-H3 Egsj'ggos 99-105de SEQ ID |yphyepy
DIVMTOSQKEMSTSVGDRVSVICKASQ
NVGFNVAWY QOKPGOSPKALT Y SASYR

36 chAb13 |VL
YSGVPDRFTGSGSGTDFTLT ISNVQSE
DLAEY FCQQYNSYPFTFGSGTKLE TK

37 chAbl3 [CDR-L1 Eeosj'g‘éos 24-34de SEQID |, A sQNVGENVA

38 chAb13 |CDR-L2 Eeos_'g‘éos 50-56 de SEQID |gagyRYS

182 [chAb13 |CDR-L3 ﬁgs_'g‘éos 89-97de SEQID |qqyNSYPET
EVKLVESGGGLVKPGG SLRLSCARSGE
TFSSYGMSWVROTPEKRLEWVATISGG

48 chAbl4 |VH GTNTYYPDSVEGREFT I SRDNAKNFLYL
OMSSLRSEDTALYYCARHYGSQTMDY
GOGTSVTVSS

49 chAbl4 |CDR-H1 Eeosj'i‘éos 26-35de SEQID | GrTESSYGMS

50 chAbl4 |CDR-H2 ﬁgs_'i‘gos 50-66 de SEQID |16 56 GTNTYYPDSVEG

51 chAbl4 [CDR-H3 Eeosj'j‘éos 99-107 de SEQID v e sqrmpy
DIOMTQSPASLSASVGETVT ITCRTSG
NIHNYLTWYQOKOGKSPOLLVYNAKTL

52 chAbl4 |VL
ADGVPSREFSGSGSGTOFSLKINSLQPE
DFGSYYCQHFWS IMWTFGGGTKLETK

53 chAbl4 |CDR-L1 Eeosj'ggos 24-34de SEQID | pTgGNIHNYLT

54 chAbl4 |CDR-L2 ﬁeos_iggos 50-56 de SEQID |\akrTLAD

55 chAbl4 |CDR-L3 ﬁgs_'ggos 89-97de SEQID |~ i cwsiMwT
OVOLOQSGAELMKPGASVKI SCRATGY
TFSRYWIEWVKORPGHGLEWI GEILPG

56 chAb6  |VH SGSTNYNEKFKGKAT FTADT SSNTAYM
OVSSLTSEDSAVHYCARRGYGYVPYAL
DYWGQGTSVTVSS

57 chAb6  |CDR-H1 Egsj'g‘éos 26-35de SEQID |oyTrsRYWIE

58 chAb6  |CDR-H2 Egsjig‘éos 50-66 de SEQID |£)| pGSGSTNYNEKFKG

59 chAb6  |cDR-H3 |ReSiduos 99-110 de SEQ ID \pgygyvpyaLDY

NO: 56
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(continuacién)

SEQ ID Region de . . S
NO: Clon la Proteina Residuos Secuencia de Aminoacidos
ETOMTQTTSSLSASLGDRVT ISCRASQ
v

o0 ans ML DISNSLNWYQOKPDGTVNLLIYYTSRL
YSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEOE
DIATYFCQOGNTLPY TFGGGTKLE IK

61 chAb6 CDR-L1 ﬁeos.lglsos 24-34 de SEQ ID RASQDISNSLN

62 chAb6  |CDR-L2 Eg‘?'g‘é"s 50-56de SEQID |yrgR| ys

63 chAb6é  |[CDR-L3 ﬁgs,'ggos 89-97de SEQID |qqeNTLPYT
EVRLVESGGGLVOPGGSLRLSCATSGE
TETNYYMSHVRQP PGKATLEWLGFIRNK

64 chAbll |VH ANDYTTEYSASVKGRFT I SRDNSOSIL
YLOMNTLRAEDSATYYCARESPGNPFA
YWGOGTLVTVSA

65 chAbll |CDR-H1 Egs_'gzos 26-35de SEQID | cerprnyyms

66 chAbll |CDR-H2 ﬁgs_'gzos 50-68 de SEQID |\ oNKANDYTTEYSASVKG

Residuos 101-109 de SEQ

67 chAb1l [CDR-H3 | SE¥EN9° ESPGNPFAY
DIVMTQSPSSLTVTACEKVTMTCKSSO
SLILNSGTQKNFLTWYQQKPGOPPKLL T

68 chAb1l |VL YWASTRESCVPDRFTGSGSGTDETLTT
SSVOARDLAVY FCONDY IYPLTFGAGT
KLELK

69 chAbll [CDR-LL | Reoiduos 24-40de SEQID IKssQsLLNSGTOKNFLT

70 chAbll [CDR-L2 Eeosf'ggos 56-62de SEQID |\ 7 sTRES

71 chAb1l [CDR-L3 ﬁeos_'g‘gos 95-103 de SEQ ID | gnpyyPLT
EVKLLESGGGLVOPGGSLKLSCAASGE
DFSRYWMSHVRQAPGKGLEWI GEINPD

72 chAb16 [VH SSTINYTPSLKDKFIISRDNAKNTLYL
OMSKVRSEDTALYYCARPGFGNYIYAM
DYWGQGTSVTVSS

73 chAb16 |CDR-H1 Eeosj'%os 26-35de SEQID |crprsrRYWMS

74 chAbl6 |CDR-H2 ﬁgs_'%os 50-66 de SEQID | ¢\ ppssTINYTPSLKD

75 chAb16 |CDR-H3 Egsj";'gos 99-110 de SEQ ID |pEGNYIYAMDY
DIQMTOTTSSLSASLGDRVT INCRASQ
DISNFLNWYQOKPDGTVKLLIYYTSRL

76 chAb16 [VL
YLGVPSRFSGSGSGTDYSLT ISNLEQE
DIATYFCQQGNTLPPTFGGGTKLE TK

77 chAb16 |CDR-L1 ﬁgs_";‘éos 24-34de SEQID |pASQDISNFLN

78 chAb16 [CDR-L2 Egsj";"éos 50-56de SEQID |y ropiyi

79 ChAb16 |CDR-L3 |R€Siduos 89-97.de SEQID |qagNTLPPT

NO: 76
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Ejemplo 6: Caracterizacion de la Unidn de Anticuerpos Quiméricos Anti-B7-H3

Para generar anticuerpos quiméricos purificados, los vectores de expresion se transfectaron transitoriamente en
cultivos de células en suspension HEK293 6E en una proporcién de 60 % a 40 % de construccion de cadena ligera a
pesada. Se us6 1 mg/ml de polietilenimina (PEI) o 2,6 pl/ml de expifectamina para transfectar las células. Los
sobrenadantes celulares se recolectaron después de cinco dias en matraces con agitacion, se centrifugaron para
sedimentar las células y se filtraron a través de filtros de 0,22 um para separar la IgG de los contaminantes del
cultivo. Los sobrenadantes que contienen anticuerpos se purificaron en Akta Pure mediante el uso de proteina A
mAb SelectSure. Las columnas se equilibraron en PBS pH 7,4, los sobrenadantes se pasaron a través de la
columna y se realizé un lavado con PBS pH 7,4. Se eluyeron las IgG con acido acético 0,1 M pH 3,5 y se recogieron
en varias alicuotas. Las fracciones que contenian IgG se combinaron y se dializaron en PBS durante la noche a 4
°C. Los anticuerpos quiméricos anti-B7-H3 que se expresaron con éxito se caracterizaron por la capacidad de unirse
a la linea celular humana NCI-H1650 de céncer de pulmén de células no pequefias que sobreexpresa B7-H3
(ATCC® No. CRL-5883) por FACS mediante el uso de los métodos descritos mas abajo. La Tabla 5 resume las
propiedades de union de los anticuerpos quiméricos anti-B7-H3.

TABLA 5: Caracterizacion in vitro de los anticuerpos quiméricos B7-H3

Nombre del Ab
Quimérico Isotipo Hibridoma Parental Unidn FACS (ECso nM)
chAb2 hulgG1/k Ab2 0,10
chAb3 hulgG1/k Ab3 0,61
chAb4 hulgG1/k Ab4 0,56
chAb18 hulgG1/k Abl8 1,14
chAb13 hulgG1/k Ab13 1,53
chAbll hulgG1/k Abll 1,12
chAb6 hulgG1/k Ab6 0,33
chAb16 hulgG1/k Abl6 0,27
chAb14 hulgG1/k Abl4 0,81

Métodos de unién por FACS

Las células se recolectaron de matraces cuando tenian aproximadamente un 80 % de confluencia mediante el uso
del tampén de disociacion celular Gibco®. Las células se lavaron una vez en PBS/1 % de FBS (FACS buffer)
después se resuspendieron en 2,5x10° células/ml en tampdén FACS. Se afadieron 100 pl de células/pocillo a una
placa de 96 pocillos de fondo redondo. 10 pL de una concentracion 10x de mAb/ADC (las concentraciones finales se
indican en las cifras). Los pocillos se lavaron dos veces con tampén FACS y se resuspendieron en 50 pl de Ab
secundario (AlexaFluor 488) diluido en tampdn FACS. La placa se incubd a 4 °C durante una hora y se lavé dos
veces con tampdn FACS. Las células se resuspendieron en 100 pl de PBS/formaldehido al 1 % y se analizaron en
un citémetro de flujo Becton Dickinson LSRII. Los datos se analizaron mediante el uso del software de andlisis de
citometria de flujo WinList.

Ejemplo 7: Caracterizacion de Anticuerpos Quimeéricos anti-B7-H3 como Conjugados Anticuerpo-Farmaco para la
Inhibicién de Bcl-xL

Se conjugaron nueve anticuerpos quiméricos anti-B7-H3 con el sintén CZ inhibidor de Bcl-xL (Bcl-xLi) (Ejemplo 2.1)
mediante el uso del Método de conjugacién A descrito mas abajo. Los ADC resultantes (anticuerpos anti-B7-H3
conjugados con el sintén CZ) se ensayaron para determinar su unién a la B7-H3 humana de la superficie celular
mediante FACS (como se describio en el Ejemplo 6) y para determinar la citotoxicidad celular en lineas celulares
gue expresan B7-H3. De los nueve anticuerpos, tres anticuerpos (chAb2, chAb6 y chAb16) precipitaron después de
la conjugacion con el sintdn CZ y mostraron una citotoxicidad débil en las células que expresan la B7-H3 humana.
La Tabla 6 proporciona la unién a la superficie celular y la actividad de citotoxicidad de los ADC quimera anti-B7-H3
contra la célula de cancer de mama HCC38 que expresa la B7-H3 humana.
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TABLA 6: Caracterizacion in vitro de conjugados guiméricos-CZ B7-H3

Nombre | Observacion de Unién mediante | Citotoxicidad (linea Método de DAR | % agr
del ADC | coniugacion FACS de laB7-H3 | celular HCC38 ICso Coniuaacion | POr por
jug Humana ECso nM nM) lug MS | SEC
chAb2-CZ Precipita 2,60 4,77 A 1,0 59
chAb3-CZ Claro 0,65 0,17 A 4.6 6,3
chAb4-CZ Claro 0,54 0,26 A 14 57
chAb18- Claro 1,78 0,28 A 2,3 4,3
CZ
chAb13- Claro 1,49 0,18 A 3,8 8,3
CZ
chAb11- Claro 112 234 A 3,2 5,6
CZ
chAb6-CZ Precipita 0,56 80,98 A 1,3 0,5
chébzlfi- Precipita 0,62 21.89 A 0.9 2,3
chAb14- Claro 0,50 2,01 A 14 1,9
CZ

Materiales y métodos: conjugacion de los ADC inhibidores de Bcl-xL

Los ADC se sintetizaron mediante el uso de uno de los métodos descritos mas abajo. Los ADC ilustrativos se
sintetizaron mediante el uso de uno de los nueve métodos ilustrativos, descritos méas abajo.

Método A. Se afiadié una solucién de Bond-Breaker™ tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (10 mM, 0,017 ml) a una
solucidn del anticuerpo (10 mg/ml, 1 ml) previamente calentada a 37 °C. La mezcla de reaccion se mantuvo a 37 °C
durante 1 hora. La solucion del anticuerpo reducido se afiadié a una solucion del sintén (3,3 mM, 0,160 ml en
DMSO) y se mezcl6 suavemente durante 30 minutos. La solucion de reaccion se cargé en una columna de
desalinizacion (PD10, se lavé con solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco [DPBS] 3x antes de su uso),
seguido de DPBS (3 ml). La solucion de ADC purificada se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 13 mm de baja
unioén a proteinas de 0,2 micrémetros y se almacené a 4 °C.

Método B. Se afiadié una solucién de Bond-Breaker™ tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (10 mM, 0,017 ml) a la
solucidn del anticuerpo (10 mg/ml, 1 ml) previamente calentada a 37 °C. La mezcla de reaccién se mantuvo a 37 °C
durante 1 hora. La solucién del anticuerpo reducido se ajusté a pH = 8 mediante la adicién de tampén bérico (0,05
ml, 0,5 M, pH 8), se afiadio a una solucién del sintén (3,3 mM, 0,160 ml en DMSO) y se mezclé suavemente durante
4 horas. La solucion de reaccion se cargd en una columna de desalinizacion (PD10, se lavo con DPBS 3x antes de
su uso), seguido de DPBS (1,6 ml) y se eluyé con DPBS adicional (3 ml). La soluciéon de ADC purificada se filtr6 a
través de un filtro de jeringa de 13 mm de baja unién a proteinas de 0,2 micrémetros y se almacend a 4 °C.

Método C. Las conjugaciones se realizaron mediante el uso de un sistema robdtico de manipulacion de liquidos
PerkinElmer Janus (pieza AJL8MO01) equipado con una tecnologia de dispensacion ModuLar (MDT) de 1235/96
puntas, cabezal desechable (pieza 70243540) que contiene un brazo de agarre (pieza 7400358) y un brazo de
pipeteado Varispan de 8 puntas (pieza 7002357) en una plataforma expandida. El sistema PerkinElmer Janus se
controlé mediante el uso del software WinPREP versién 4.8.3.315.

Se humedecio6 previamente una placa de filtro Pall 5052 con 100 pl de 1x DPBS mediante el uso de MDT. Se aplico
vacio a la placa de filtro durante 10 segundos y fue seguido por una ventilacién de 5 segundos para eliminar el
DPBS de la placa de filtro. Se vertié una suspension al 50 % de la resina de Proteina A (GE MabSelect Sure) en
DPBS en un deposito de 8 pocillos equipado con una bola magnética, y la resina se mezclé pasando un iman maévil
por debajo de la placa del depésito. El brazo Varispan de 8 puntas, equipado con puntas conductoras de 1 ml, se
uso para aspirar la resina (250 pL) y transferirla a una placa de filtro de 96 pocillos. Se aplicé vacio durante 1 ciclo
para eliminar la mayor parte del tampdn. Mediante el uso de MDT, se aspiraron 150 ul de 1xPBS y se dispensaron a
la placa de filtro de 96 pocillos que contenia la resina. Se aplico vacio, eliminando el tampén de la resina. El ciclo de
enjuaguel/vacio se repitid 3 veces. Se montod una placa de recogida de 96 pocillos de 2 ml en la plataforma Janus y
el MDT transfirié 450 pl de 5x DPBS a la placa de recogida para su uso posterior. Se prepar6 el anticuerpo reducido
(2 mg) como una solucién en (200 ul) de DPBS como se describié anteriormente para las Condiciones A y se cargo
previamente en una placa de 96 pocillos. Las soluciones de anticuerpo reducido se transfirieron a los pocillos de la
placa de filtro que contenian la resina y la mezcla se mezcl6 con el MDT mediante aspiracion/dispensacion repetida
de un volumen de 100 pl dentro del pocillo durante 45 segundos por ciclo. El ciclo de aspiracion/dispensacion se
repitid un total de 5 veces en el transcurso de 5 minutos. Se aplicé vacio a la placa de filtro durante 2 ciclos,
eliminando asi el exceso de anticuerpo. Las puntas de MDT se enjuagaron con agua durante 5 ciclos (200 pl, 1 ml
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de volumen total). EI MDT aspir6é y dispensé 150 pl de DPBS a los pocillos de la placa del filtro que contenian el
anticuerpo unido a la resina y se aplicé vacio durante dos ciclos. La secuencia de lavado y vacio se repitié dos veces
mas. Después del dltimo ciclo de vacio, se dispensaron 100 pl de 1x DPBS a los pocillos que contenian el
anticuerpo unido a resina. A continuacion, el MDT recogi6 30 | de cada una de las soluciones de dimetilsulféxido 3,3
mM de los sintones sembrados en un formato de 96 pocillos y los distribuyé en la placa de filtro que contenia el
anticuerpo unido a resina en DPBS. Los pocillos que contienen la mezcla de conjugacién se mezclaron con el MDT
mediante aspiracién/dispensacién repetidas de un volumen de 100 pl dentro del pocillo durante 45 segundos por
ciclo. La secuencia de aspiracidn/dispensacion se repitio un total de 5 veces en el transcurso de 5 minutos. Se aplico
vacio durante 2 ciclos para eliminar el exceso del sintén y eliminarlo. Las puntas de MDT se enjuagaron con agua
durante 5 ciclos (200 pl, 1 ml de volumen total). EI MDT aspir6 y dispensé DPBS (150 pl) a la mezcla de conjugacion
y se aplico vacio durante dos ciclos. La secuencia de lavado y vacio se repitié dos veces mas. El agarre MDT luego
movié la placa del filtro y el collar a una estacién de retencion. EI MDT colocé la placa de recoleccion de 2 ml que
contenia 450 ul de DPBS 10x dentro del colector de vacio. El MDT reensamblé el colector de vacio colocando la
placa del filtro y el collar. Las puntas de MDT se enjuagaron con agua durante 5 ciclos (200 pl, 1 ml de volumen
total). El MDT aspir6 y dispensé 100 pl de Tampon de elucion 3,75 de IgG (Pierce) a la mezcla de conjugacion.
Después de un minuto, se aplico vacio durante 2 ciclos y el eluyente se captur6 en la placa receptora que contenia
450 pl de 5x DPBS. La secuencia de aspiracion/dispensacion se repitid 3 veces mas para administrar muestras de
ADC con concentraciones en el intervalo de 1,5-2,5 mg/ml a pH 7,4 en DPBS.

Método D. Las conjugaciones se realizaron mediante el uso de un sistema robdtico de manipulacion de liquidos
PerkinElmer Janus (pieza AJL8MO01) equipado con una tecnologia de dispensacién ModuLar (MDT) de 1235/96
puntas, cabezal desechable (pieza 70243540) que contiene un brazo de agarre (pieza 7400358) y un brazo de
pipeteado Varispan de 8 puntas (pieza 7002357) en una plataforma expandida. El sistema PerkinElmer Janus se
control6 mediante el uso del software WinPREP version 4.8.3.315.

Se humedecio previamente una placa de filtro Pall 5052 con 100 pl de 1x DPBS mediante el uso de MDT. Se aplico
vacio a la placa de filtro durante 10 segundos y fue seguido por una ventilacién de 5 segundos para eliminar el
DPBS de la placa de filtro. Se vertié una suspension al 50 % de la resina de Proteina A (GE MabSelect Sure) en
DPBS en un depoésito de 8 pocillos equipado con una bola magnética, y la resina se mezclé pasando un iman movil
por debajo de la placa del depésito. El brazo Varispan de 8 puntas, equipado con puntas conductoras de 1 ml, se
uso para aspirar la resina (250 pL) y transferirla a una placa de filtro de 96 pocillos. Se aplico vacio a la placa de filtro
durante 2 ciclos para eliminar la mayor parte del tampo6n. El MDT aspiré y dispensé 150 pl de DPBS a los pocillos de
la placa del filtro que contenian la resina. La secuencia de lavado y vacio se repitié dos veces mas. Se mont6é una
placa de recogida de 96 pocillos de 2 ml en la plataforma Janus y el MDT transfirié 450 pl de 5x DPBS a la placa de
recogida para su uso posterior. Se preparé el anticuerpo reducido (2 mg) como una solucién en (200 pl) de DPBS
como se describié anteriormente para las Condiciones A y se dispens6 en la placa de 96 pocillos. A continuacién, el
MDT recogi6 30 pl de cada una de las soluciones de dimetilsulféxido 3,3 mM de los sintones colocados en placas en
un formato de 96 pocillos y las distribuy6é en la placa cargada con anticuerpo reducido en DPBS. La mezcla se
mezclé con el MDT mediante aspiracién/dispensacién repetida dos veces de un volumen de 100 pl dentro del pocillo.
Después de cinco minutos, la mezcla de reaccién de conjugacion (230 pl) se transfirié a la placa de filiro de 96
pocillos que contenia la resina. Los pocillos que contenian la mezcla de conjugacion y la resina se mezclaron con el
MDT mediante aspiracién/dispensacion repetidas de un volumen de 100 pl dentro del pocillo durante 45 segundos
por ciclo. La secuencia de aspiracion/dispensacion se repitié un total de 5 veces en el transcurso de 5 minutos. Se
aplicé un vacio durante 2 ciclos para eliminar el exceso de sintdén y proteina al desecho. Las puntas de MDT se
enjuagaron con agua durante 5 ciclos (200 pl, 1 ml de volumen total). EI MDT aspir6 y dispensé DPBS (150 pl) a la
mezcla de conjugacion y se aplicd vacio durante dos ciclos. La secuencia de lavado y vacio se repitié dos veces
més. El agarre MDT luego movio la placa del filtro y el collar a una estacion de retencion. EI MDT colocd la placa de
recoleccion de 2 ml que contenia 450 pl de DPBS 10x dentro del colector de vacio. El MDT reensambl6 el colector
de vacio colocando la placa del filtro y el collar. Las puntas de MDT se enjuagaron con agua durante 5 ciclos (200 pl,
1 ml de volumen total). EI MDT aspir6 y dispens6 100 pl de Tampon de Elucion 3,75 (P) de IgG a la mezcla de
conjugacion. Después de un minuto, se aplicé vacio durante 2 ciclos y el eluyente se captur6 en la placa receptora
gue contenia 450 pl de 5x DPBS. La secuencia de aspiracion/dispensacion se repitié 3 veces mas para administrar
muestras de ADC con concentraciones en el intervalo de 1,5-2,5 mg/ml a pH 7,4 en DPBS.

Método E. Se afiadié una solucion de Bond-Breaker™ tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (10 mM, 0,017 ml) a la
solucidn del anticuerpo (10 mg/ml, 1 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calent6 a 37 °C durante
75 minutos. La solucion del anticuerpo reducido se enfri6 a temperatura ambiente y se afiadié a una solucién del
sintén (10 mM, 0,040 ml en DMSO) seguido de la adicién de tampoén bérico (0,1 ml, 1 M, pH 8). La solucion de
reaccion se dej6 reposar durante 3 dias a temperatura ambiente, se cargd en una columna de desalinizacién (PD10,
se lavo con DPBS 3x5 ml antes de su uso), seguido de DPBS (1,6 ml) y se eluy6 con DPBS adicional (3 ml). La
solucion de ADC purificada se filtrd a través de un filtro de jeringa de 13 mm de baja unién a proteinas de 0,2
micrometros y se almacené a 4 °C.

Método F. Las conjugaciones se realizaron mediante el uso de un sistema robético de manipulacion de liquidos
Tecan Freedom Evo. La solucién del anticuerpo (10 mg/ml) se calenté previamente a 37 °C y se dividio en alicuotas
en una placa caliente de 96 pocillos profundos en cantidades de 3 mg por pocillo (0,3 ml) y se mantuvo a 37 °C. Se
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afadid una solucion de Bond-Breaker™ tris (2-carboxietil)fosfina (TCEP) (1 mM, 0,051 ml/pocillo) a los anticuerpos y
la mezcla de reaccién se mantuvo a 37 °C durante 75 minutos. La solucion del anticuerpo reducido se transfirié a
una placa de 96 pocillos profundos sin calentar. Se afiadieron las correspondientes soluciones de sintones (5 mM,
0,024 ml en DMSO) a los pocillos con anticuerpos reducidos y se trataron durante 15 minutos. Las soluciones de
reaccion se cargaron en una plataforma (8 x 12) de columnas de desalinizacion (NAPS5, se lavaron con DPBS 4x
antes de su uso), seguido de DPBS (0,3 ml) y se eluyeron con DPBS adicional (0,8 ml). Las soluciones de ADC
purificadas se dividieron en alicuotas adicionales para analisis y se almacenaron a 4 °C.

Método G. Las conjugaciones se realizaron mediante el uso de un sistema robético de manipulaciéon de liquidos
Tecan Freedom Evo. La solucién del anticuerpo (10 mg/ml) se calent6 previamente a 37 °C y se dividié en alicuotas
en una placa caliente de 96 pocillos profundos en cantidades de 3 mg por pocillo (0,3 ml) y se mantuvo a 37 °C. Se
afiadié una solucién de Bond-Breaker™ tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (1 mM, 0,051 mi/pocillo) a los anticuerpos y
la mezcla de reaccion se mantuvo a 37 °C durante 75 minutos. Las soluciones del anticuerpo reducido se
transfirieron a una placa de 96 pocillos profundos sin calentar. Se afiadieron las correspondientes soluciones de
sintones (5 mM, 0,024 ml/pocillo en DMSO) a los pocillos con anticuerpos reducidos seguido de la adicién de
tampon bérico (pH = 8, 0,03 ml/pocillo) y se trataron durante 3 dias. Las soluciones de reaccion se cargaron en una
plataforma (8 x 12) de columnas de desalinizacion (NAP5, se lavaron con DPBS 4x antes de su uso), seguido de
DPBS (0,3 ml) y se eluyeron con DPBS adicional (0,8 ml). Las soluciones de ADC purificadas se dividieron en
alicuotas adicionales para andlisis y se almacenaron a 4 °C.

Método H. Se afadié una solucion de Bond-Breaker ™ tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) (10 mM, 0,17 ml) a la
solucién de anticuerpo (10 mg/ml, 10 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calent6 a 37 °C durante
75 minutos. Se afiadi6 la solucién del sintén (10 mM, 0,40 ml en DMSO) a una solucién de anticuerpo reducido
enfriada a temperatura ambiente. La solucién de reaccion se dejé reposar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La solucion de ADC se traté con una solucién saturada de sulfato de amonio (~2 - 2,5 ml) hasta que se
formé una solucién ligeramente turbia. Esta solucion se cargd en una columna de butil sefarosa (5 ml de buitil
sefarosa) equilibrada con la fase B al 30 % en la fase A (fase A: sulfato de amonio 1,5 M, fosfato 25 mM; fase B:
fosfato 25 mM, isopropanol al 25 % v/v). Las fracciones individuales con DAR2 (también denominado "E2") y DAR4
(también denominado "E4") eluyeron al aplicar el gradiente A/B hasta el 75 % de la fase B. Cada solucién de ADC se
concentré y se cambi6 el tampon mediante el uso de concentradores centrifugos o TFF para escalas més grandes.
Las soluciones de ADC purificadas se filtraron a través de un filtro de jeringa de 13 mm de baja unién a proteinas de
0,2 micrémetros y se almacenaron a 4 °C.

Método I. Se afiadié una solucidon de Bond-Breaker™ tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (10 mM, 0,17 ml) a la solucién
de anticuerpo (10 mg/ml, 10 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calenté a 37 °C durante 75
minutos. Se afiadio la solucion del sinton (10 mM, 0,40 ml en DMSO) a una solucién de anticuerpo reducido enfriada
a temperatura ambiente. La solucion de reaccion se dejé reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
solucion de ADC se traté con una solucion saturada de sulfato de amonio (=2 - 2,5 ml) hasta que se formé una
solucion ligeramente turbia. Esta solucidon se cargd en una columna de butil sefarosa (5 ml de butil sefarosa)
equilibrada con 30 % de fase B en la Fase A (fase A: sulfato de amonio 1,5 M, fosfato 25 mM; fase B: fosfato 25 mM,
isopropanol al 25 % v/v). Las fracciones individuales con DAR2 (también denominado "E2") y DAR 4 (también
denominado "E4") eluyeron al aplicar un gradiente A/B hasta el 75 % de la fase B. Cada solucion de ADC se
concentré y se cambio el tampon mediante el uso de concentradores de centrifuga o TFF para escalas mayores. Las
soluciones de ADC se trataron con tampén boérico (0,1 ml, 1 M, pH 8). La solucion de reaccion se dejo reposar
durante 3 dias a temperatura ambiente, luego se cargd en una columna de desalinizacion (PD10, se lavé con DPBS
3x5 ml antes de usar), seguido de DPBS (1,6 ml) y se eluyé con DPBS adicional (3 ml). La solucién de ADC
purificada se filtré a través de un filtro de jeringa de 13 mm de baja unién a proteinas de 0,2 micrémetros y se
almacen6 a 4 °C.

DAR y agregacion de ADC

El DAR y el por ciento de agregacion de ADC sintetizados se determinaron mediante LC-MS y cromatografia de
exclusién por tamafio (SEC), respectivamente.

Metodologia general de LC-MS

El andlisis por LC-MS se realizd6 mediante el uso de un sistema HPLC Agilent 1100 conectado a un espectrometro
de masas Agilent LC/MSD TOF 6220 ESI. EI ADC se redujo con una solucién Bond-Breaker® TCEP de 5 mM
(concentracion final) (Thermo Scientific, Rockford, IL), se cargd en un cartucho de desalinizacion Protein Microtrap
(Michrom Bioresorces, Auburn, CA) y se eluyé con un gradiente del 10 % de B al 75 % B en 0,2 minutos a
temperatura ambiente. La fase movil A era H20 con &cido formico al 0,1 % (FA), la fase mdvil B era acetonitrilo con
0,1 % de FA, y el régimen de flujo fue de 0,2 ml/min. Los espectros de masas del tiempo de vuelo de
electropulverizacion de las cadenas ligeras y pesadas que eluyen conjuntamente se adquirieron mediante el uso del
software de adquisicion Agilent MassHunter™. La intensidad extraida frente al espectro m/z se deconvolucioné
mediante el uso de la caracteristica de maxima entropia del software MassHunter para determinar la masa de cada
fragmento de anticuerpo reducido. EI DAR se calculd a partir del espectro deconvolucionado sumando las
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intensidades de los picos desnudos y modificados para la cadena ligera y la cadena pesada, normalizados
multiplicando la intensidad por el nimero de farmacos unidos. Las intensidades sumadas normalizadas se dividieron
por la suma de las intensidades, y los resultados de la suma de dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas
produjeron un valor DAR medio final para el ADC completo.

La hidrolisis de tiosuccinimida de un bioconjugado puede controlarse mediante espectrometria de masas por
electropulverizacion, ya que la adiciéon de agua al conjugado da como resultado un aumento de 18 Dalton en el peso
molecular observable del conjugado. Cuando se prepara un conjugado reduciendo completamente los disulfuros
entre cadenas de un anticuerpo IgG1 humano y conjugando el derivado de maleimida con cada una de las cisteinas
resultantes, cada cadena ligera del anticuerpo contendra una Unica modificacién de maleimida y cada cadena
pesada contendra tres modificaciones de maleimida como se describié en la Figura 2. Tras la hidrélisis completa de
las tiosuccinimidas resultantes, la masa de la cadena ligera aumentara, por tanto, en 18 Dalton, mientras que la
masa de cada cadena pesada aumentara en 54 Dalton. Esto se ilustra en la Figura 5 con la conjugacién y la
hidrélisis subsiguiente de un conector de farmaco maleimida ilustrativo (sintén TX, peso molecular 1736 Da) al
anticuerpo huAb13vl completamente reducido.

Metodologia general de la cromatografia de exclusion por tamafio

La cromatografia de exclusion por tamafio se realizé6 mediante el uso de una columna Shodex KW802.5 en fosfato
potésico 0,2 M pH 6,2 con cloruro potasico 0,25 mM e IPA al 15 % a un régimen de flujo de 0,75 ml/min. La
absorbancia del &rea del pico a 280 nm se determiné para cada uno de los eluyentes monoméricos y de alto peso
molecular mediante la integracion del area bajo la curva. El % de la fraccién agregada de la muestra de conjugado
se determiné dividiendo la absorbancia del area del pico a 280 nM para el eluyente de alto peso molecular por la
suma de las absorbancias del area del pico a 280 nM del eluyente de alto peso molecular y los eluyentes
monoméricos multiplicada por 100 %.

Métodos de ensayo de viabilidad celular in vitro

Las lineas de células tumorales HCC38 (cancer de mama), NCI-H1650 (NSCLC) y NCI-H847 (linea celular de
cancer de pulmdn de células pequefias) se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC). Las células
se cultivaron en placas de cultivo de 96 pocillos mediante el uso del medio de crecimiento recomendado durante la
noche a una densidad de 5 x 10° (HCC38) o 20 x 10% (NCI-H847) o 40 x 10° (NCI-H1650) por pocillo. Al dia
siguiente, los tratamientos se agregaron en medio fresco para triplicar los pocillos. La viabilidad celular se determin6
5 dias después mediante el uso del kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega), como
se indica en el protocolo del fabricante. La viabilidad celular se evalu6 como por ciento de células control no
tratadas.

Ejemplo 8: Eficacia in vivo de los conjugados Anticuerpo-Farmaco Anti-B7-H3

De los nueve anticuerpos quiméricos probados in vitro conjugados con los sintones CZ, cuatro mostraron
citotoxicidad subnanomolar (Tabla 6). chAb3-CZ, chAb18-CZ y chAb13-CZ alcanzaron DAR de 2,6 a 4,2 (véase la
Tabla 7) y se evalud la actividad antitumoral en un xenoinjerto de ratén de linea celular de cancer de pulmén de
células pequefias modelo NCI-H146, de origen humano, mediante el uso de los métodos que se describen mas
abajo. El anticuerpo MSL109 (un anticuerpo IgG1 que se une a la glicoproteina H del citomegalovirus (CMV)) se us6
como control, tanto como anticuerpo desnudo como ADC (conjugado al mismo sintén (CZ) que los anticuerpos
chAb3, chAb18 y chAb13). MSL109 es un control no dirigido a un isotipo coincidente. Los métodos de este ensayo
de xenoinjerto se describen mas abajo. Los resultados se presentan en la Tabla 7. Los resultados muestran que
cada uno de los ADC anti-B7-H3 inhibidores de Bcl-xL fueron capaces de inhibir significativamente el crecimiento
tumoral en relacion con el control de anticuerpo desnudo (MSL109) o el control de ADC de Bcl-xL no especifico para
la diana (MSL109-CZ).

Tabla 7: Eficacia in vivo del anticuerpo quimérico anti-B7-H3 como conjugados de farmaco Bcl-xL

ADC cl\gﬁfﬁggc?gn DAR | Dosisld/via/régimen N‘:;g;‘(’esde TGlmax (%) | TGD (%)
MSL109 - - 10 mg/kg/IP/QDx1 8 0 0
MSL109-CZ A 4,2 10 mg/kg/IP/QDx1 8 34 10
chAb3-CZ A 3,5 10 mg/kg/IP/QDx1 8 87 109
chAb18-CZ A 2,6 10 mg/kg/IP/QDx1 8 90 100
chAb13-CZ A 3,7 10 mg/kg/IP/QDx1 8 81 104
12 |a dosis se administra en mg/kg/dia

Evaluacion de la eficacia en métodos de modelos de xenoinjerto

Las células NCI-H146, las células NCI-1650 y las células EBC-1 se obtuvieron de la American Type Culture
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Collection (ATCC, Manassas, VA). Las células se cultivaron como monocapas en medio de cultivo RPMI-1640 (NCI-
H146, NCI-H1650) o MEM (EBC-1) (Invitrogen, Carlsbad, CA) que se suplementaron con suero fetal bovino al 10 %
(FBS, Hyclone, Logan, UT). Para generar los xenoinjertos, 5x10° células viables se inocularon subcutaneamente en
el flanco derecho de ratones hembra SCID/bg inmunodeficientes (Charles River Laboratories, Wilmington, MA),
respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 0,2 ml y estaba compuesto por una mezcla 1:1 de S MEM y
Matrigel (BD, Franklin Lakes, NJ). Los tumores se equipararon en tamafio a aproximadamente 200 mm?2. Los
anticuerpos y conjugados se formularon en cloruro de sodio al 0,9 % para inyeccién y se inyectaron por via
intraperitoneal. El volumen de inyeccidén no super6 los 200 pl. La terapia comenzé dentro de las 24 horas posteriores
al ajuste de tamafo de los tumores. Los ratones pesaron aproximadamente 22 g al comienzo de la terapia. El
volumen del tumor se estimé de dos a tres veces por semana. Las mediciones de la longitud (L) y el ancho (W) se
tomaron del tumor a través de calibrador electrénico y el volumen se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion: V
= L x W?/2. Los ratones se sacrificaron cuando el volumen del tumor alcanzé los 3000 mm?® o se produjeron
ulceraciones cutaneas. Se alojaron ocho ratones por jaula. Comida y agua estaban disponibles a voluntad. Los
ratones se aclimataron a las instalaciones de los animales durante un periodo de al menos una semana antes del
comienzo de los experimentos. Los animales se probaron en la fase de luz de un programa de 12 horas de luz: 12
horas de oscuridad (luces encendidas a las 06:00 horas). Como se describid anteriormente, el anticuerpo control de
IgG humano (MSL109) se us6 como agente de control negativo.

Para referirse a la eficacia de los agentes terapéuticos, se usaron los parametros de amplitud (TGlImax), durabilidad
(TGD) de la respuesta terapéutica. TGImax es la inhibicion maxima del crecimiento tumoral durante el experimento.
La inhibicién del crecimiento tumoral se calcula por 100*(1-T\/Cyv) donde Tv y Cy son los volumenes medios del tumor
de los grupos tratados y control, respectivamente. El TGD o retraso del crecimiento tumoral es el tiempo prolongado
de un tumor tratado necesario para alcanzar un volumen de 1 cm? en relacién con el grupo control. TGD se calcula
por 100%(T/Ct-1) donde Tty Ct son los periodos de tiempo medio para alcanzar 1 cm?® de los grupos tratados y
control, respectivamente.

Ejemplo 9: Humanizacion del Anticuerpo chAb18 Anti-B7-H3

Se seleccion6 el anticuerpo quimérico anti-B7-H3 chAbl18 para la humanizacion en base a sus caracteristicas de
unioén y propiedades favorables como ADC, incluidas sus propiedades cuando se conjuga con un inhibidor de Bcl-xL
(descrito anteriormente como conjugado CZ ilustrativo).

Se generaron anticuerpos humanizados en base a las secuencias de las CDR variables pesadas (VH) y variables
ligeras (VL) de chAb18. Especificamente, se seleccionaron secuencias de la linea germinal humana para construir
anticuerpos chAbl18 humanizados injertados con CDR, donde los dominios CDR de las cadenas VH y VL se
injertaron en diferentes secuencias aceptoras de las cadenas pesadas y ligeras humanas. En base a las
alineaciones con las secuencias VH y VL del anticuerpo monoclonal chAb18, se seleccionaron las siguientes
secuencias humanas como aceptoras:

* IGHV1-69*06 e IGHJ6*01 para construir las secuencias aceptoras de la cadena pesada
* IGKV1-9*01 e IGKJ2*01 para construir las secuencias aceptoras de la cadena ligera
* IGKV6-21*01 e IGKJ2*01 como aceptor de respaldo para la construccion de las cadenas ligeras

Por tanto, las CDR VH y VL de chADb18 se injertaron en dichas secuencias aceptoras.

Para generar anticuerpos humanizados, se identificaron las retromutaciones marco y se introdujeron en las
secuencias de anticuerpos injertadas con CDR mediante sintesis de novo del dominio variable o cebadores de
oligonucledtidos mutagénicos y reacciones en cadena de la polimerasa, 0 ambos mediante métodos bien conocidos
en la técnica. Se construyeron diferentes combinaciones de retromutaciones y otras mutaciones para cada uno de
los injertos de CDR como se describi6 més abajo. Los niumeros de residuos de estas mutaciones se basan en el
sistema de numeracion de Kabat.

Para las cadenas pesadas huAb 18VH.1, uno o mas de los siguientes residuos de la interfaz de Vernier y VH/VL se
volvieron a mutar como sigue: L46P, L47W, G64V, F71H. Las mutaciones adicionales incluyen las siguientes: Q1E,
N60A, K64Q, D65G. Para las cadenas ligeras huAb18VL.1, uno o mas de los siguientes residuos de la interfaz de
Vernier y VH/VL se volvieron a mutar como sigue: A43S, L46P, L47W, G64V, G66V, F71H. Para las cadenas ligeras
huAb18VL.2, uno o mas de los siguientes residuos de la interfaz Vernier y VH/VL se volvieron a mutar como sigue:
L46P, L47W, K49Y, G64V, G66V, F71H.

La region variable y las secuencias de aminoacidos de la CDR de los anticuerpos humanizados se describen en la
Tabla 8 mas abajo.
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TABLA 8: Secuencias de aminoacidos de VH y VL de las versiones humanizadas de chAb18

SEQ D Clon Region fje Residuos Secuencia de Aminoacidos
NO: la Proteina
EVQLVOSGAEVEKRKPGSSVKVSCEKAS
GYSFTSYTIHWVRQAPGOGLEWMGY
116 huAbl18VH.1 |[VH INPNSRNTDYNQKFEFKDRVTITADKS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARYS
GSTPYWYFDVWGQGTTVIVSS
Residuos 26-35 de
25 huAb18VH.1 |CDR-H1 SEQ ID NO: 116 GYSFTSYTIH
Residuos 50-66 de
26 huAb18VH.1 |CDR-H2 SEQ ID NO: 116 YINPNSRNTDYNQKFKD
Residuos 99-110 de
27 huAb18VH.1 |CDR-H3 SEQ ID NO: 116 YSGSTPYWYFDV
EVOLVOSGAEVEKKPGSSVEKVSCEKAS
GYSFTSYTIHWVRQAPGQGLEWIGY
117 huAb18VH.1a |VH INPNSRNTDYNQKFKDRTTLTADRS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARYS
GSTPYWYFDVWGQGTTVTVSS
Residuos 26-35 de
25 huAb18VH.l1a |CDR-H1 SEQ ID NO: 117 GYSFTSYTIH
Residuos 50-66 de
26 huAb18VH.1a |CDR-H2 SEQ ID NO: 117 YINPNSRNTDYNQKFKD
Residuos 99-110 de
27 huAb18VH.1a |CDR-H3 SEQ ID NO: 117 YSGSTPYWYFDV
EVOQLVQSGAEVERPGSSVKVSCKAS
GYSFTSYTIHWVRQAPGOQGLEWMGY
118 huAb18VH.1b |VH INPNSENTDYAQKFQGRVTLTADKS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARYS
GSTPYWYFDVWGQGTTVIVSS
Residuos 26-35 de
25 huAb18VH.1b |CDR-H1 SEQ ID NO: 118 GYSFTSYTIH
Residuos 50-66 de
119 huAb18VH.1b |CDR-H2 SEQ ID NO: 118 YINPNSRNTDYAQKFQG
Residuos 99-110 de
27 huAb18VH.1b |CDR-H3 SEQ ID NO: 118 YSGSTPYWYFDV
DIQLTQOSPSFLSASVGDRVTITCRA
SSSVSYMNWY QQRPGKAPKLLIYAT
120 huAbl18VL.1 [VL SNLASGVPSRFEFSGSGSGTEFTLTIS
SLOPEDFATYYCQOWSSNPLTEGQG
TKLEIK
Residuos 24-33 de
29 huAbl18VL.1 |CDR-L1 SEQ ID NO: 120 RASSSVSYMN
Residuos 49-55 de
30 huAbl18VL.1 |CDR-L2 SEQ ID NO: 120 ATSNLAS
Residuos 88-96 de
31 huAbl18VL.1 |CDR-L3 SEQ ID NO: 120 QQWSSNPLT
DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCRA
SSSVSYMNWYQQKPGKSPKPWIYAT
121 huAbl18VL.1la (VL SNLASGVPSRESVSVSGTEHTLTIS
SLOPEDFATYYCQOWSSNPLTEFGOG
TELEIK
Residuos 24-33 de
29 huAbl18VL.2a |CDR-L1 SEQ ID NO: 124 RASSSVSYMN
30 huAbl18VL.2a |CDR-L2  |(eSiduos 49-55de | 1oy ag

SEQ ID NO: 124
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(continuacion)

SEQ ID Region de la

) Clon P Residuos Secuencia de Aminoacidos
NO: Proteina
Residuos 88-96 de SEQ
31 huAbl18VL.la |CDR-L3 ID NO: 121 QQWSSNPLT
DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCRA
SSSVSYMNWY QQKPGKAPKPWIYAT
122 huAb18VL.1b |VL SNLASGVPSRESVSGSGTEHTLT LS
SLOPEDFATYYCQOWSSNPLTEFGQG
TKLEIK
Residuos 24-33 de SEQ
29 huAb18VL.1b |CDR-L1 ID NO: 122 RASSSVSYMN
Residuos 49-55 de SEQ
30 huAb18VL.1b |CDR-L2 D NO: 122 ATSNLAS
Residuos 88-96 de SEQ
31 huAb18VL.1b |CDR-L3 ID NO: 122 QQWSSNPLT
EIVLTQSPDFQSVTPKEKVTITCRA
SSSVSYMNWYQQKPDQSPKLTLTKAT
123 huAbl18VL.2 |VL SNLASGVPSRESGSGSGTDETLTIN
SLEAEDAATYYCQOWSSNPLTFGOG
TKLEIK
Residuos 24-33 de SEQ
29 huAb18VL.2 |CDR-L1 ID NO: 123 RASSSVSYMN
Residuos 49-55 de SEQ
30 huAbl18VL.2 |CDR-L2 ID NO: 123 ATSNLAS
31 huAb18VL.2 |CDR-L3 féeﬁl'g‘fof‘zg&% de SEQ howssNPLT
EIVLTQSPDEFQSVTPRKEKVTITCRA
SSSVSYMNWYQQRPDOSPKPWIYAT
124 huAbl18VL.2a |VL SNLASGVPSRESVSVSGTDHTLTIN
SLEAEDAATYYCQOWSSNPLTFGQG
TEKLEIK
Residuos 24-33 de SEQ
29 huAbl18VL.2a |CDR-L1 ID NO: 124 RASSSVSYMN
Residuos 49-55 de SEQ
30 huAb18VL.2a |CDR-L2 ID NO: 124 ATSNLAS
Residuos 88-96 de SEQ
31 huAb18VL.2a |CDR-L3 ID NO: 124 QQWSSNPLT

Las regiones variables humanizadas del Ab18 monoclonal murino (descrito anteriormente) se clonaron en vectores
de expresion de IgG para la caracterizacion funcional:

El Ab18VH.1 humanizado (huAb 18VH.1) es un Ab18 VH humanizado injertado con CDR que contiene
secuencias marco de IGHV1-69*06 e IGHJ6*01. También contiene un cambio de Q1E para prevenir la formacién
de piroglutamato. Las secuencias variables y CDR de huAb18VH.1 se describen en la Tabla 8.

El Ab18VH1.a humanizado (huAb18VH.1a) es un disefio humanizado con base en huAb 18VH.1 y contiene 4
retromutaciones marco propuestas: M48l, V67T, L69I, K73R. Las secuencias variables y CDR de huAb18VH.1la
se describen en la Tabla 8.

El Ab18VH1.b humanizado (huAb 18VH.1b) es un disefio humanizado con base en huAb 18VH.1y huAb18VH.1a
y contiene 1 retromutacion marco propuesta L691 y 3 cambios en la linea germinal HCDR2 N60A, K64Q, D65G.
Las secuencias variables y CDR de huAb18VH.1b se describen en la Tabla 8.

Abl18VL humanizado. 1 (huAb 18VL. 1) es un Abl8 VL humanizado injertado con CDR que contiene las
secuencias marco de IGKV1-9*01 e IGKJ2*01. Las secuencias variables y CDR de huAb18VL.1 se describen en
la Tabla 8.

El Ab18VL.1a humanizado (huAb 18VL.1a) es un disefio humanizado con base en huAb 18VL.1 y contiene 6
retromutaciones marco propuestas: A43S, L46P, L47W, G64V, G66V, F71H. Las secuencias variables y CDR de
huAb18VL.11 se describen en la Tabla 8.

El Ab18VL.1b humanizado (huAb 18VL.1b) es un disefio humanizado con base en huAb 18VL.1 y huAb18VL.1la
contiene 4 retromutaciones marco propuestas: L46P, L47W, G64V, F71H. Las secuencias variables y CDR de
huAb18VL.1b se describen en la Tabla 8.

El Ab18VL.2 humanizado (huAbl18VL.2) es un Abl8 VL humanizado injertado con CDR que contiene las
secuencias marco de IGKV6-21*01 e IGKJ2*01. Las secuencias variables y CDR de huAb18VL.2 se describen
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en la Tabla 8.

* El Abl18VL.2a humanizado (huAbl18VL.2a) es un disefio humanizado con base en huAbl18VL.2 y contiene 6
retromutaciones marco propuestas: L46P, L47W, K49Y, G64V, G66V, F71H. Las secuencias variables y CDR de
huAb18VL.2a se describen en la Tabla 8.

Por tanto, la humanizacién de chAbl8 dio como resultado 10 anticuerpos humanizados, incluidos huAbl18v1l,
huAb18v2, huAb18v3, huAbl8v4, huAbl8v5, huAbl8v6, huAbl8v7, huAbl8v8, huAbl8v9 y huAbl8v10. Las
cadenas variables ligera y pesada para cada una de estas versiones humanizadas de Ab18 se proporcionan mas
abajo:

Tabla 9: Anticuerpos humanizados Ab18 anti-B7-H3

huAb18vil huAb18 VH1 / huAb18VL1
huAb 18v2 huAb18 VH1b / huAb18VL1
huAb18v3 huAb18 VH1a / huAbVL1a
huAb 18v4 huAb18 VH1b / huAbl18VL1a
huAb 18v5 huAn18 VH1 / huAb18VL2
huAb 18v6 huAb18 VH1b / huAb18VL2
huAb 18v7 huAb18 VH1b / huAb18 VL2a
huAb 18v8 huAb18 VH1a / huAb18 VLIb
huAb 18v9 huAb18 VH1a / huAb18 VL2a
huAb18v10 huAb18 VH1b / huAb18 VLIb

Ejemplo 10: Caracterizacion in vitro de las Variantes Humanizadas chAb18 Anti-B7-H3

La humanizacién de chAb18 generd 10 variantes (descritas anteriormente en la Tabla 9) que retuvieron la unién a
B7-H3 de humanos y de cyno segun lo evaluado por FACS (el método del cual se describe anteriormente en el
Ejemplo 6). Estas variantes se caracterizaron adicionalmente para la unién por SPR y se conjugaron con éxito con el
sintén CZ inhibidor de Bcl-xL mediante el uso del Método A (descrito anteriormente) y se evalud la citotoxicidad
celular como se describio en el Ejemplo 7. La Tabla 10 resume las caracteristicas in vitro de las diversas variantes
de Ab18 humanizado. El chAb18 parental del que se derivaron las variantes también se ensayé como comparador.
Todas las variantes humanizadas tenian propiedades de unién similares evaluadas por biacore y retuvieron la
actividad de union a la superficie celular expresada como conjugados con el sintéon CZ. La citotoxicidad de todas las
variantes como sintones CZ fue similar a la del chAb18 del que se derivaron.

TABLA 10: Caracterizacion in vitro de las variantes humanizadas del Ab18 anti-B7-H3

Nombre de la | Nimeros de [DAR por % agr Enlace FACS a Afinidad de_mAb C',tOtOX'C'dad

variante la Secuencial MS por hu B7-H3 desnudos (Biacore, (linea celular

SEC Kb) HCC38 ICs0)
chAb18-CZ 24,28 2,3 1,14 1,70E-10 0,28
huAb18v1-CZ | 116, 120 2,6 3,3 1,27 5,20E-10 0,39
huAb 18v2-CZ | 118, 120 1,8 3,3 2,25 6,90E-10 1,19
huAb18v3-CZ 117,121 2,4 3,6 1,27 2,30E-10 0,32
huAb 18v4-CZ | 118, 121 2,5 5,5 0,90 5,70E-10 0,29
huAb18v5-CZ | 116, 123 3,4 4,2 2,91 2,30E-10 0,12
huAb 18v6-CZ | 118, 123 3,4 3,5 2,09 2,00E-10 0,14
huAb 18v7-CZ | 118, 124 4,3 3,6 1,92 4,00E-10 0,03
huAb 18v8-CZ | 117, 122 2,6 3,5 1,98 2,50E-10 1,3
huAb 18v9-CZ | 117,124 2,4 3,8 1,58 3,80E-10 0,9
huAb18v10-CZ| 118, 122 2,7 3,2 1,19 2,50E-10 0,57

Las variantes de chAbl8 humanizadas se conjugaron con el sintdbn CZ y se ensayaron para determinar la
citotoxicidad en la linea celular HCC38. Como se describi6 en la Tabla 10, la mayoria de los anticuerpos
humanizados mostraron una potente citotoxicidad, similar a la observada con el anticuerpo control chAb18.

Ejemplo 11: Eficacia in vivo de las variantes del Ab18 humanizado como ADC inhibidores de Bcl-xL

Se seleccionaron seis de las variantes de chAb18 humanizadas en base a los resultados de citotoxicidad in vitro
descritos en el Ejemplo 10. Especificamente, los anticuerpos huAbl18vl, huAbl8v3, huAbl8v4, huAbl8v6,
huAb18v7 y huAb18v9 se conjugaron cada uno con el sinton CZ (para formar un ADC anti-B7-H3 CZ) para su
evaluacion en un modelo de xenoinjerto in vivo de cancer de pulmén de células pequefias (mediante el uso de las
células NCI-H146), como se describio en el Ejemplo 8. El tratamiento de dosis Unica de los ratones portadores de
tumores dio como resultado la inhibicion del crecimiento del tumor y el retraso del crecimiento del tumor y los
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resultados se resumen en la Tabla 11. Se us6 Ab095 como control negativo para el efecto de la administracion de
IgG, ya que es un anticuerpo no especifico para la diana emparejado por isotipo producido contra el toxoide tetanico.
Véase Larrick y otros, 1992, Immunological Reviews 69-85. A los ratones se les administraron 6 mg/kg de ADC
intraperitonealmente QDx1.

Tabla 11: Eficacia in vivo de los ADC anti-B7-H3 (variantes humanizadas de chAb18-CZ)

ADC C'\c’)'ﬁ}l‘jggc?gn DAI\'}Spor Dosis/@//via/régimen N‘:;:g;%ge TGlmax (%) | TGD (%)
AB095 - n/a 6 mg/kg/IP/QDx1 8 0 0
huAb18v1-CZ A 2,6 6 mg/kg/IP/QDx1 8 79 45
huAb18v3-CZ A 2,4 6 mg/kg/IP/QDx1 8 81 39
huAB 18v4-CZ A 2,5 6 mg/kg/IP/QDx1 8 85 48
huAB 18v6-CZ A 3.4 6 mg/kg/IP/QDx1 8 86 45
huAb 18v7-CZ A 43 6 mg/kg/IP/QDx1 8 87 42
huAb 18v9-CZ A 2,4 6 mg/kg/IP/QDx1 8 83 35
[@ |a dosis se administra en mg/kg/dia

Como se describié en la Tabla 11, cada uno de los anticuerpos humanizados probados fue capaz de inhibir el
crecimiento tumoral en el modelo de xenoinjerto de raton.

Ejemplo 12: Humanizacion del anticuerpo chAb3 anti-B7-H3

El anticuerpo quimérico chAb3 anti-B7-H3 se seleccion6 para humanizacion en base a sus propiedades favorables
como conjugado inhibidor de Bcl-xL (Bcl-xLi). Los anticuerpos humanizados se generaron en base a las secuencias
de CDR variable pesada (VH) y variable ligera (VL) del chAB3. Especificamente, se seleccionaron secuencias de la
linea germinal humana para construir anticuerpos chAb3 humanizados injertados con CDR donde los dominios CDR
de las cadenas VH y VL del chAb3 se injertaron en diferentes secuencias aceptoras de cadenas pesadas y ligeras
humanas. En base a las alineaciones con las secuencias VH y VL del anticuerpo monoclonal chAb3, se
seleccionaron las siguientes secuencias humanas como aceptoras:

* IGHV1-69*06 e IGHJ6*01 para construir las secuencias aceptoras de la cadena pesada
¢ IGKV2-28*01 e IGKJ4*01 para construir las secuencias aceptoras de la cadena ligera

IGHV1-69*06_IGHJ6

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASqgtfssyaisWVRQAPGQGLEWMGgiipifgtanyagkfqgRVTI
TADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARXXXXXXXXWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 174);

donde xxxxxxxx representa la region CDR-H3.
IGKV2-28*01 IGKJ4

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCrssgsllhsngynyldWYLQKPGQSPQLLIYIgsnrasGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYY CxxxxxxxxXFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 175);

donde xxXXxxxxx representa la region CDR-L3.

Mediante el injerto de las correspondientes CDR VH y VL de chAb3 en dichas secuencias aceptoras, se prepararon
secuencias VH y VL injertadas con CDR, humanizadas y modificadas. Para generar anticuerpos humanizados con
posibles retromutaciones marco, las mutaciones se identificaron y se introdujeron en las secuencias de anticuerpos
injertadas con CDR mediante sintesis de novo del dominio variable o cebadores oligonucleotidicos mutagénicos y
reacciones en cadena de la polimerasa, o ambos. Se construyen diferentes combinaciones de retromutaciones y
otras mutaciones para cada uno de los injertos de CDR como sigue. Los nimeros de residuos de estas mutaciones
se basan en el sistema de numeracion de Kabat.

Las secuencias de aminoacidos de las diversas regiones variables de las cadenas ligera y pesada humanizadas se
describen mas abajo en la Tabla 12.

Para las cadenas pesadas huAb3VH.1, uno o mas de los siguientes residuos de la interfaz de Vernier y VH/VL se
retromutaron como sigue: M48l, V67A, 169L, A71V, K73R, M80V, Y91F, R94G. Para las cadenas ligeras huAb31
VL.1, uno o mas de los siguientes residuos de la interfaz de Vernier y VH/VL se retromutaron como sigue: 12V,
Y87F.

Las siguientes regiones variables humanizadas del anticuerpo chAb3 monoclonal murino se clonaron en vectores de
expresion de 1gG para la caracterizacién funcional:
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El Ab3 VH.1 humanizado (huAb3VH.1) es un Ab3 VH humanizado injertado con CDR que contiene las
secuencias marco de IGHV1-69*06 e IGHJ6*01. También contiene un cambio de Q1E para prevenir la formacion
de piroglutamato.

El Ab3 VH.1la humanizado (huAb3VH.1a) es un disefio humanizado con base en huAb3VH.1 y contiene 8
retromutaciones marco propuestas: M48l, V67A, 169L, A71V, K73R, M80V, Y91F, R94G.

El Ab3 VH.1b humanizado (huAb3VH.1b) es un disefio humanizado entre huAb3VH.1 y huAb3VH.1a y contiene 6
retromutaciones marco propuestas: M48l, V67A, 169L, A71V, K73R, R94G.

El Ab3 VL.1 humanizado (huAb3VL.1) es un Ab3 VL humanizado injertado con CDR que contiene las secuencias
marco de IGKV2-28*01 e IGKJ4*01.

El Ab3 VL.1a humanizado (huAb3VL.1a es un disefio humanizado con base en huAb3VL.1 y contiene 2
retromutaciones marco propuestas: 12V, Y87F.

El Ab3 VL.1b humanizado (huAb3VL.1b) es un disefio humanizado que contiene solo 1 retromutacion marco
propuesta: 12V.

La region variable y las secuencias de aminoacidos de la CDR de los anticuerpos humanizados anteriores se
describen en la Tabla 12 més abajo.

TABLA 12: Secuencias VH vy VL de las versiones humanizadas del chAb3

SEQ ID |Clon Region de la |Residuos Secuencia de Aminoacidos
NO: Proteina
125 huAb3VH.1  |VH EVQLVQSGAEVEKEPGSSVKVS
CKASGYTFSSYWMHWVRQAPG
QGLEWMGLIHPDSGSTNYNEM
FRNRVTITADKSTSTAYMELS
SLRSEDTAVYYCARGGRLYFD
YWGQGTTVIVSS
10 huAb3VH.1 CDR-H1 Residuos 26-35 de SEQ ID  |GYTFSSYWMH
NO: 125
11 huAb3VH.1 CDR-H2 Residuos 50-66 de SEQ ID  |LIHPDSGSTNYNEMFKN
NO: 125
12 huAb3VH.1 CDR-H3 Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 125
126 huAb3VH.1a |VH EVOLVQSGAEVKKPG3SVKVS
CKASGYTFSSYWMHWVRQAPG
QGLEWIGLIHPDSGSTNYNEM
FRKNRATLTVDRSTSTAYVELS
SLRSEDTAVYFCAGGGRLYFD
YWGQGTTVIVSS
10 huAb3VH.la |CDR-H1 Residuos 26-35de SEQ ID |GYTFSSYWMH
NO: 126
11 huAb3VH.1la |CDR-H2 Residuos 50-66 de SEQ ID  |LIHPDSGSTNYNEMFKN
NO: 126
12 huAb3VH.1la |CDR-H3 Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 126
127 huAb3VH.1b |VH EVOLVQSGAEVKKFPGSSVEVS
CKASGYTFSSYWMHWVRQAPG
QGLEWIGLIHPDSGSTNYNEM
FENRATLTVDRSTSTAYMELS
SLRSEDTAVYYCAGGGRLYFD
YWGQGTTVIVSS
10 huAb3VH.1b |CDR-H1 Residuos 26-35de SEQ ID |GYTFSSYWMH
NO: 127
11 huAb3VH.1b |CDR-H2 Residuos 50-66 de SEQ ID  |LIHPDSGSTNYNEMFKN
NO: 127
12 huAb3VH.1b |CDR-H3 Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 127
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(continuacion)

SEQ ID [Clon Region de la |Residuos Secuencia de Aminoéacidos
NO: Proteina
128 huAb3VL.1 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPAST
SCRSSQSLVHSNGDTYLRWY L
QEPGQSPOQLLTYKVSNREFSGV
PDRESGEGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCSQSTHVPYTEGG
GTKVEIK
14 huAb3VL.1 CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID RSSQSLVHSNGDTYLR
NO: 128
7 huAb3VL.1 CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID KVSNRFS
NO: 128
15 huAb3VL.1 CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID  |SQSTHVPYT
NO: 128
129 huAb3VL.1la |VL DVVMTQSPLSLPVIPGEPASIT
SCRSSQSLVHSNGDTYLRWYL
QKPGOSPOLLIYRVSNRFESGV
PDRESGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYFCSQSTHVPYTEGG
GITKVEIK
14 huAb3VL.la |CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID RSSQSLVHSNGDTYLR
NO: 129
7 huAb3VL.1la |CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID KVSNRFS
NO: 129
15 huAb3VL.1la |CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID  [SQSTHVPYT
NO: 129
130 huAb3VL.1b  |VL DVVMTQSPLSLPVTPGEPAST
SCRSSQSLVHSNGDTYLRWY T,
QKPGOSPOLLIYKVSNRFESGY
PDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYCSQSTHVPYTEGG
GTKVEIEK
14 huAb3VL.1lb |CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID RSSQSLVHSNGDTYLR
NO: 130
7 huAb3VL.1b |CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID KVSNRFS
NO: 130
15 huAb3VL.1lb |CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID  [SQSTHVPYT
NO: 130

La humanizacién del chAb3 dio como resultado 6 anticuerpos humanizados, incluidos huAb3v1, huAb3v2, huAb3v3,
huAb3v4, huAb18v5 y huAb3v6. Las cadenas variables ligeras y pesadas para cada una de estas versiones

humanizadas de Ab18 se proporcionan mas abajo en la Tabla 13.

Tabla 13: Anticuerpos Ab3 humanizados

huAb3v1 huAb3 VH1 / huAb3 VL1
huAb3v2 huAb3 VHIb / huAb3 VL1
huAb3v3 huAb3 VH1a / huAb3 VL1a
huAb3v4 huAb3 VH1 / huAb3 VLIb
huAb3v5 huAb3 VHIb / huAb3 VLIb
huAb3v6 huAb3 VH1a / huAb3 VLIb

Ejemplo 13: Caracterizacion in vitro de las variantes humanizadas de chAb3

La humanizacion de chAb3 genero 6 variantes (descritas en la Tabla 13) que retuvieron la unién a la B7-H3 humana
segun lo evaluado por FACS (como se describié en el Ejemplo 6). Estas variantes se caracterizaron ademas por la
unién por SPR y como ADC conjugados con el sintdn CZ inhibidor de Bcl-xL (enlazador ojiva). También se evaluo la
citotoxicidad celular de los anticuerpos Ab3 humanizados (mediante el uso del ensayo descrito anteriormente en el
Ejemplo 7). La Tabla 14 resume las caracteristicas in vitro de las variantes humanizadas del chAb3. Se usé como
control un ADC que comprende chAb3 conjugado con el sinton CZ.
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TABLA 14: Caracterizacion in vitro de las variantes humanizadas de chAb3

ES 2 861499 T3

Sec. Id Método de % agr | FACS (Unién a |Afinidad de mAb| Citotoxicidad
ADC Nurﬁerc; Coniugacion DAR por |hu B7-H3) EC50 desnudos (linea celular
ug por MS| SEC (nM) (Biacore, Kp) |HCC38 ICso) (nM)
chAb3-CZ | 9,13 A 3,8 0,61 1,90E-08 017
huAéazsvl- 125, 128 A 3,6 3,3 1,45 5,20E-10 0,53
h”ACbg"z' 127,128 A 38 | 101 0,73 6,90E-10 0.13
nuAbSYS- | 126, 129 A 36 | 25 1,68 2,30E-10 9,22
hUACngwl- 125, 130 A 31 3,1 n/a 5,70E-10 n/a
nuAbSVS- | 127,130 A 31 | 509 0,85 2,30E-10 0.17
h”ACbZ3"6' 126, 130 A 33 | 49 1,78 2,00E-10 013

Ejemplo 14: Eficacia in vivo de las Variantes Humanizadas del chAb3 como ADC de Bcl-xL

Se seleccionaron dos de las variantes humanizadas (huAb3v2 y huAb3v6) en base su potente citotoxicidad in vitro
como conjugados de CZ y propiedades de agregacion aceptables para la evaluacion en un modelo de xenoinjerto
murino in vivo de células de cancer de pulmén de células pequefias (células NCI-H146) como se describié en los
materiales y métodos del ejemplo 8. El tratamiento de dosis Unica de ratones portadores de tumores dio como
resultado la inhibicion del crecimiento del tumor y el retraso del crecimiento del tumor para ambos anticuerpos
humanizados conjugados con un inhibidor de Bcl-xL ilustrativo, y los resultados se resumen en la Tabla 15.

Tabla 15: Eficacia in vivo de las variantes humanizadas del chAb3-CZ

ADC CMeFOdO de DAR | Dosisiviarégimen | NUMErode | rq (%) | TGD (%)
onjugacién ratones
AB095 - 6 mg/kg/IP/QDx1 8 0 0
huAb3v2-CZ A 3,8 6 mg/kg/IP/QDx1 8 83 52
huAb3v6-CZ A 3,3 6 mg/kg/IP/QDx1 8 91 88
4 |a dosis se administra en mg/kg/dia

Ejemplo 15: Modificaciones de las CDR de la Variante Humanizada del Anticuerpo huAb3v2

huAb3v2 mostr6 propiedades favorables de union y destruccion celular. Sin embargo, un examen de las secuencias
de aminoacidos de la region variable de huAb3v2 revel6 sitios potenciales de desamidacion y/o isomerizacion.

Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de huAb3 se describen més abajo, incluyendo la cadena
ligera (huAb3VL1) y la cadena pesada (huAb3VH1b). Los sitios potenciales de desamidacion y/o isomerizacion en
las CDR de VH (CDR2 en los aminoécidos "ds" y VL (CDR1 en los aminoacidos "ng") estan en cursiva y, por lo
tanto, se disefiaron para mejorar la fabricacién de anticuerpos. Las CDR se describen en letras minUsculas en las
secuencias siguientes.

Para hacer variantes de huAb3v2 que carecen de estos sitios potenciales de desamidacién y/o isomerizacion, se
mutaron cada uno de los aminoacidos indicados mas abajo (x y z; representan los sitios potenciales en la CDR1 de
VL y la CDR2 de VH). Las 30 variantes de VL resultantes se emparejaron con la VH original del huAb3v2 y se
ensayaron para determinar la unién. Las 29 variantes de VH resultantes se emparejaron con VL original del huAb3v2
y se ensayaron para determinar la union. Las variantes de VH exitosas se combinaron y probaron con variantes de
VL productivas que albergan cambios en LCDR1 para hacer que las variantes humanizadas finales carezcan de los
sitios potenciales de desamidacion y/o isomerizacion en las CDR. Las secuencias de aminoacidos de las variantes
se proporcionan en la Tabla 16 mas abajo. Las secuencias de aminoacidos de la longitud completa de la cadena
pesada y la cadena ligera de la variante huAb3v2, huAb3v2.5 se proporcionan en las SEQ ID NO: 170 y 171,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de la longitud completa de la cadena pesada y la cadena ligera de
la variante huAb3v2, huAb3v2.6 se proporcionan en las SEQ ID NO: 172 y 173, respectivamente.

huAb3 VL1

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCrssgslvhsngdtylrWYLQKPGQSPQLLIYkvsnrisGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCsgsthvpytFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 128)
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xg (15 variantes) (SEQ ID NO: 178)

nz (15 variantes) (SEQ ID NO: 179)

huAb3 VHIb

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASgytfssywmhWVRQAPGQGLEWIGIlihpJsgstnynemfknRAT
LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAGqgrlyfdyWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 127)

(15 variantes) xs (SEQ ID NO: 180)

(14 variantes) dz (SEQ ID NO: 181)

donde (para VLy VH),

x = Todos los aminoéacidos, excepto: M, C, N, D 0 Q.
z = Todos los aminoéacidos, excepto: M, C, G, S, No P.

Las retromutaciones marco propuestas estan subrayadas (véase el Ejemplo 12).

Tabla 16: Secuencias de la reqién variable de las variantes del anticuerpo huAb3v2

SEQ ID Clon Region gle Residuos Secuencia de Aminoacidos

NO: la Proteina
EVOLVOSGAEVRRPGSSVEVSCK
ASGYTFSSYWMHWVRQAPGOGLE
WIGLIHPWSGS TNYNEMFKNRAT

131 huAb3v2.1 IVH LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCAGGGRLYFDYWGQGTTVTV
$s

10 huAb3v2.1 |CDR-H1 Egsj"ligcl’s 26-35de SEQID |y rEsSyWMH

132 huAb3v2.1 |CDR-H2 ﬁgs_"igis 50-66de SEQID | \1io\WSGSTNYNEMFKN

12 huAb3v2.1 |CDR-H3 Egsj'i'gcl’s 99-106 de SEQID |5p) vEDY
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASTSC
RSSQSLVHSSGDTYLRWY LOKEG

133 huAb3v2.1 VL OSPOLLTYKVSNRFSGVPDRFSG
SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYY
CSQSTHVPYTFGGGTKVEIX

134 huAb3v2.1 [CDR-L1 Egsj"l'ggs 24-39de SEQID  |neshs VHSSGDTYLR

Residuos 55-61 de SEQ ID

7 huAb3v2.1 |CDR-L2  [12°100 KVSNRFS

15 huAb3v2.1 [CDR-L3 Egsj"l'ggs 94-102de SEQID |ororpypyT
EVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCK
ASGYTFSSYWMHWVROAPGOGLE

131 HuAbav2.2 VH WIGLIHPWSGS TNYNEMFKNRAT
LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCAGGGRLYFDYWGQGTTVTV
ss

10 huAb3v2.2 |[CDR-H1 ﬁgs_"igis 26-35de SEQID |\ rEsSyWMH

132 huAb3v2.2 |CDR-H2 Egs_'i';cl’s 50-66de SEQID | |1ib\WSGSTNYNEMFKN

12 huAb3v2.2 |CDR-H3 ﬁgs_"ig‘is 99-106 de SEQID |5 vEDY
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(continuacién)

SEQ ID |Clon Regién de |Residuos Secuencia de Aminoacidos
NO: la Proteina
135 huAb3v2.2 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
RSSQSLVHSNRDTYLRWY LOKPG
QSPOLLIYKVSNRFSGVPDRESG
SGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYY
CEQSTHVPYTEGGGTEVEIK
136 huAb3v2.2 |CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID |RSSQSLVHSNRDTYLR
NO: 135
7 huAb3v2.2 |CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID  |KVSNRFS
NO: 135
15 huAb3v2.2 |CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID |SQSTHVPYT
NO: 135
131 huAb3v2.3 |VH EVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCK
ASGYTFSSYWMHWVRQAPGQGLE
WIGLIHPWSGSTNYNEMEFKNRAT
LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCAGGGRLYFDYWGQGTTVTV
SS
10 huAb3v2.3 |[CDR-H1 |Residuos 26-35de SEQID |GYTFSSYWMH
NO: 131
132 huAb3v2.3 |[CDR-H2 |Residuos 50-66 de SEQ ID |LIHPWSGSTNYNEMFKN
NO: 131
12 huAb3v2.3 |CDR-H3 |Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 131
137 huAb3v2.3 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
RSSQSLVHSNQDTYLRWY LOQKPG
QSPOQLLIYKVSNREFSGVPDRESG
SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYY
CBQSTHVPYTEFGGGTKVEIK
138 huAb3v2.3 |CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID |RSSQSLVHSNQDTYLR
NO: 137
7 huAb3v2.3 |CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID  |KVSNRFS
NO: 137
15 huAb3v2.3 |CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID |SQSTHVPYT
NO: 137
139 huAb3v2.4 |VH EVQLVQSGAEVKEPG3SSVEVSCK
ASGYTFSSYWMHWVRQAPGQGLE
WIGLIHPESGSTNYNEMFKNRAT
LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCAGGGRLYFDYWGQGTTVTV
SS
10 huAb3v2.4 |CDR-H1 |Residuos 26-35de SEQID |GYTFSSYWMH
NO: 139
140 huAb3v2.4 |CDR-H2 |Residuos 50-66 de SEQ ID |LIHPESGSTNYNEMFKN
NO: 139
12 huAb3v2.4 |CDR-H3 |Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 139
133 huAb3v2.4 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
RSSQSLVHSSGDTYLRWY LOKPG
QSPOLLIYKVSNRFSGVPDRESG
SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYY
CSQSTHVPYTEGGGTKVEIK
134 huAb3v2.4 |CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID |RSSQSLVHSSGDTYLR
NO: 133
7 huAb3v2.4 |CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID  |KVSNRFS
NO: 133
15 huAb3v2.4 |CDR-L3 |Residuos 94-102 de SEQ ID |SQSTHVPYT

NO: 133
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(continuacion)

SEQID [Clon Regién de |Residuos Secuencia de Aminoacidos
NO: la Proteina
139 huAb3v2.5 [VH EVQLVQSGAEVKKEPGSSVKVSCK
ASGYTFSSYWMHWVRQAPGQGLE
WIGLITHPESGSTNYNEMEFKNRAT
LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCAGGGRLYFDYWGQGTTVTV
33
10 huAb3v2.5 |CDR-H1 Residuos 26-35 de SEQ ID GYTFSSYWMH
NO: 139
140 huAb3v2.5 |CDR-H2 Residuos 50-66 de SEQ ID LIHPESGSTNYNEMFKN
NO: 139
12 huAb3v2.5 |CDR-H3 Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 139
135 huAb3v2.5 VL DIVMTQSFLSLPVTPGEPASISC
RSSQSLVHSNRDTYLRWY LOKPG
QSPOLLIYRVSNRFSGVPDRESG
SGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYY
CSQSTHVPYTFGGGTRVEIK
136 huAb3v2.5 [CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID RSSQSLVHSNRDTYLR
NO: 135
7 huAb3v2.5 |[CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID KVSNRFS
NO: 135
15 huAb3v2.5 |CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID [SQSTHVPYT
NO: 135
139 huAb3v2.6 [VH EVOLVQOSGAEVKRPGSSVEVSCK
ASGYTFSSYWMHWVRQAPGQGLE
WIGLIHPESGS TNYNEMFKNRAT
LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCAGGGRLYFDYWGQGTTVTV
5SS
10 huAb3v2.6 |CDR-H1 Residuos 26-35 de SEQ ID GYTFSSYWMH
NO: 139
140 huAb3v2.6 |CDR-H2 Residuos 50-66 de SEQ ID LIHPESGSTNYNEMFKN
NO: 139
12 huAb3v2.6 |CDR-H3 Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 139
137 huAb3v2.6 |VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
RSSQSLVHSNQDTYLRWYLQKPG
QSPOQLLIYKVSNREFSGVPDRESG
SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYY
CSQSTHVPYTFGGGTKVEIK
138 huAb3v2.6 |CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID RSSQSLVHSNQDTYLR
NO: 137
7 huAb3v2.6 |CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID KVSNRFS
NO: 137
15 huAb3v2.6 |CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID  |SQSTHVPYT
NO: 137
141 huAb3v2.7 EVOLVQSGAEVEKKPGSSVEVSCK
ASGYTFSSYWMHWVROQAPGQGLE
WIGLIHPISGSTNYNEMFKNRAT
LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCAGGGRLYFDYWGQGTTVTV
S8
10 huAb3v2.7 |CDR-H1 Residuos 26-35 de SEQ ID GYTFSSYWMH
NO: 141
142 huAb3v2.7 |CDR-H2 Residuos 50-66 de SEQ ID LIHPISGSTNYNEMFKN

NO: 141

79




ES 2 861499 T3

(continuacién)

SEQ ID |Clon Regién de |Residuos Secuencia de Aminoacidos
NO: la Proteina
12 huAb3v2.7 |CDR-H3 Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 141
133 huAb3v2.7 DIVMTQSPLSLPVIPGEPASISC
RSSQSLVHSSGDTYLRWY LOKPG
QSPOLLIYKVSNRFSGVPDRESG
SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYY
C8QSTHVPYTFGGGTKVEIK
134 huAb3v2.7 |CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID |[RSSQSLVHSSGDTYLR
NO: 133
7 huAb3v2.7 |CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID |[KVSNRFS
NO: 133
15 huAb3v2.7 |CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID |SQSTHVPYT
NO: 133
141 huAb3v2.8 |VH EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCK
ASGYTFSSYWMHWVROAPGQGLE
WIGLIHPISGSTNYNEMFENRAT
LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCAGGGRLYFDYWGOGTTVTV
53
10 huAb3v2.8 |CDR-H1 Residuos 26-35de SEQ ID |[GYTFSSYWMH
NO: 141
142 huAb3v2.8 |CDR-H2 Residuos 50-66 de SEQ ID  |LIHPISGSTNYNEMFKN
NO: 141
12 huAb3v2.8 |CDR-H3 Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 141
135 huAb3v2.8 VL DIVMTQOSPLSLPVTPGEPASISC
RSSQOSLVHSNRDTYLRWY LOKPG
QSPOLLIYKVSNRFSGVPDRESG
SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYY
C8QSTHVPYTFGGGTRVEIK
136 huAb3v2.8 |CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID |RSSQSLVHSNRDTYLR
NO: 135
7 huAb3v2.8 |CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID |[KVSNRFS
NO: 135
15 huAb3v2.8 |CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID |SQSTHVPYT
NO: 135
141 huAb3v2.9 |VH EVQLVOSGAEVKKPGSSVKEVSCK
ASGYTFSSYWMHWVROAPGOGLE
WIGLIHPISGSTNYNEMEFKNRAT
LTVDRSTSTAYMELSSLRSEDTA
VYYCAGGGRLYFDYWGQGTTVTV
SS
10 huAb3v2.9 |CDR-H1 Residuos 26-35 de SEQID |GYTFSSYWMH
NO: 141
142 huAb3v2.9 |CDR-H2 Residuos 50-66 de SEQ ID LIHPISGSTNYNEMFKN
NO: 141
12 huAb3v2.9 |CDR-H3 |[Residuos 99-106 de SEQ ID |GGRLYFDY
NO: 141
137 huAb3v2.9 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
RSSQSLVHSNQDTYLRWY LOKPG
QSPOLLIYKVSNRESGVPDRESG
SGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYY
CSQSTHVPYTFGGGTKVEIK
138 huAb3v2.9 |CDR-L1 Residuos 24-39 de SEQ ID |RSSQSLVHSNQDTYLR

NO: 137
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(continuacion)

SEQID |Clon Regién de |Residuos Secuencia de Aminoacidos
NO: la Proteina
7 huAb3v2.9 |CDR-L2 Residuos 55-61 de SEQ ID  |KVSNRFS
NO: 137
15 huAb3v2.9 |CDR-L3 Residuos 94-102 de SEQ ID [SQSTHVPYT
NO: 137

Ejemplo 16: Caracterizacion in vitro de las Variantes de huAb3v2

La eliminacion de los sitios potenciales de desamidacion y/o isomerizacion (descritos en el Ejemplo 15) gener6 solo
6 variantes que retuvieron la uniéon a ambos B7-H3 de humanos y de cyno expresados exdgenamente en
fibroblastos 3T12 de ratdn segun lo evaluado por FACS (como se describié en los métodos del Ejemplo 6).

Estos nuevos anticuerpos anti-B7-H3 se caracterizaron adicionalmente para la unién por SPR y se conjugaron con el

sintdon CZ Bcl-xLi y se evalud la citotoxicidad celular (mediante el uso de los métodos descritos en el Ejemplo 7). La
Tabla 17 proporciona caracteristicas in vitro de seis variantes humanizadas de huAb3v2.

81



ES 2 861499 T3

ZD

0e'z aigod ajsnly va'v | 91’9 9L'0 ' L'T v LEL 'LFL .
-6ZAEgYNY
Z0
9g'z aigod ajsnly Lo'e | ¥B'c vL'0 L's 0z v SElL Lyl
-gZAEgYNY
Z0
0L 80-308'S lg'e | vo's 600 Si g'e v LEL 'BEL
-g'ZAEgYNY
Z0
151 60-30E'S 98y | vL's EL'O g'51 p'e v SEl 'BEl
-G'ZAEgYNY
Z0
- aigod ajsnly €0'v | 05’9 Lo 5L L'l v LEL'LEL
-£ZAEgYNY
Z0
L'9g aigod ajsnly 83'c | BZ'S 0L'o g'L L'0 v Sgl'LEl
-2 ZAEQNY
[ 60-30£'Z 87 | LL'g 0 S 4 gzl Lzl Z0-ZAEgwny
(Wu) (o501 L8H (0 ‘ssode1g) EH-18A0)¢H-/8Y| Wu 0503 o3s SN ugoeBnluon ElJUeNnJ8g
oav
Jde|nje3a eoul]) PEPIAIXOJOND | sopnusep qyw ep pepiuyy (v 593) SoV4 [¢H-28Y vSI13 | Jod JBe 4, Jod yva ap opojeiN E| 8p cloWwnN

82



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 861499 T3

Como se describié en la Tabla 17, los resultados mostraron que las seis variantes de huAb3v2 tenian propiedades
de unioén similares a las células que expresan B7-H3 de humanos o de cyno en comparacion con el huAb3v2
parental. De las seis variantes de huAb3v2, cuatro anticuerpos (huAb3v2.5, huAb3v2.6, huAb3v2.8, huAb3v2.9)
mostraron una potente citotoxicidad en células H847 cuando se conjugaron con sintén CZ Bcl-xLi ilustrativo.

Ejemplo 17: Humanizacion del Anticuerpo chAb13 Anti-B7-H3

El anticuerpo quimérico anti-B7-H3 chAb13 se seleccioné para humanizacién en base a sus caracteristicas de union
y propiedades favorables como un ADC (conjugado con un inhibidor de Bcl-xL).

Antes de la humanizacion, se modificé el chAbl3 para minimizar la desamidacién potencial en la cadena ligera
CDR3 (QQYNSYPFT (SEQ ID NO: 182); el sitio de desamidaciéon potencial se indica como residuos "NS" (en
cursiva)). Se introdujeron mutaciones puntuales en la posicién del aminoacido correspondiente a "N" y/o "S" dentro
de la CDR3 de cadena ligera del chAb13, dando como resultado 30 variantes. Los anticuerpos que contienen estas
variantes de la cadena ligera de CDR3 se seleccionaron luego para determinar su capacidad para retener las
caracteristicas de unién del chAb13. Las variantes que comprenden una CDR3 que tiene una mutacion puntual de
triptéfano (W) en lugar de la serina "S" en el motivo "NS" (es decir, QQYNWYPFT (SEQ ID NO: 39)) retuvieron las
caracteristicas de unién del anticuerpo chAb13 original. La sustitucion del residuo S por un residuo W dentro de la
CDR3 fue sorprendente dadas las diferencias estructurales entre la serina y el triptéfano, asi como también el papel
significativo que desempefia la CDR3 en la unién al antigeno.

Se generaron anticuerpos humanizados en base a las secuencias de la CDR variable pesada (VH) y variable ligera
(VL) del chAb13, que incluye la CDR3 de la cadena ligera "NW". Especificamente, se seleccionaron secuencias de la
linea germinal humana para construir anticuerpos chAb13 humanizados injertados con CDR, donde los dominios
CDR de las cadenas VH y VL se injertaron en diferentes secuencias aceptoras de cadenas pesadas y ligeras
humanas. En base a las alineaciones con las secuencias VH y VL del anticuerpo monoclonal chAbl3, se
seleccionaron las siguientes secuencias humanas como aceptoras:

¢ IGHV4-b*01(0-1) e IGHJ6*01 para construir las secuencias aceptoras de la cadena pesada
¢ IGKV1-39*01 e IGKJ2*01 para construir las secuencias aceptoras de la cadena ligera
. IGHV4-b_IGHJ6

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSgysissgyywgWIRQPPGKGLEWIGsiyhsgstyynpslksRVTISV
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY CARXxxxxxXWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 176);

donde xxxxxxx representa la region CDR-H3.
IGKV1-39_IGKJ2

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCrasgsissylnWYQQKPGKAPKLLIYaasslgsGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYY CxxxxxxxxXFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 177);

donde xxxxxxxxx representa la region CDR-L3.

Al injertar la CDR3 de la cadena ligera "NW" y las cinco CDR VH y VL correspondientes restantes de chAbl13 en
dichas secuencias aceptoras, se prepararon secuencias VH y VL modificadas, humanizadas e injertadas con CDR.
Para generar anticuerpos humanizados con posibles retromutaciones marco, las mutaciones se identificaron e
introdujeron en las secuencias de anticuerpos injertadas con CDR mediante sintesis de novo del dominio variable, o
cebadores oligonucleotidicos mutagénicos y reacciones en cadena de la polimerasa, o ambos mediante métodos
bien conocidos en la técnica. Se construyeron diferentes combinaciones de retromutaciones y otras mutaciones para
cada uno de los injertos de CDR como sigue. Los nimeros de residuos de estas mutaciones se basan en el sistema
de numeracioén de Kabat.

Las siguientes regiones variables humanizadas de los anticuerpos chAb13 monoclonales murinos se clonaron en
vectores de expresion de IgG para la caracterizacion funcional:

* El Ab13 VH.1 humanizado (huAb13VH.1) es un Abl3 VH humanizado injertado con CDR que contiene las
secuencias marco de IGHV4-b'01(0-1) e IGHJ6'01. También contiene un cambio de Q1E para prevenir la
formacion de piroglutamato.

e El Abl13 VH.1 humanizado (huAbl3 VH.la) es un disefio humanizado en base a huAb13VH.1 y contiene 9
retromutaciones marco propuestas: S25T, P40F, K43N, 148M, V671, T68S, V71R, S79F, R94G.

¢ El Ab13 VH.1b humanizado (huAb13VH.1b) es un disefio intermediario entre huAb13VH.1 y huAbl13VH.1la y
contiene 4 retromutaciones marco propuestas: K43N, 148M, V671, V71R.

e El Ab13 VL.1 humanizado (huAbl13VL.1) es un Abl1l3 VL humanizado injertado con CDR que contiene las
secuencias marco de IGKV1-39'01 e IGHJ6*01.
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retromutaciones marco propuestas: A43S, L46A, T85E, Y87F.

contiene 1 retromutacion marco propuesta: Y87F.

La region variable y las secuencias de aminoacidos de la CDR de lo anterior se describen en la Tabla 18 méas abajo.

El Ab13 VL.1a humanizado (huAbl13VL.1a) es un disefio humanizado con base en huAbl13VL.1 y contiene 4

El Ab13 VL.1b humanizado (huAbl13VL.1b) es un disefio intermediario entre huAb13VL.1 y huAbl3VL.1la y

Tabla 18: Secuencias de aminoéacidos de la regién variable del Ab13 humanizado

SEQ ID Regién de la |[Residuos Secuencia de Aminoacidos
) Clon P
NO: Proteina
143 huAb13VL.1  |VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CKASQNVGENVAWY QOKPGKAP
KLLTYSASYRYSGVPSRFSGSG
SGTDEFTLTISSLOPEDFATYYC
QOYNWYPFTEFGOGTKLETIK
huAb13VL.1 |CDR-L1 Residuos 24-34 de SEQ ID |[KASQNVGFNVA
37 NO: 143
huAb13VL.1 |CDR-L2 Residuos 50-56 de SEQ ID [SASYRYS
38 NO: 143
huAb13VL.1 |CDR-L3 Residuos 89-97 de SEQ ID |QQYNWYPFT
39 NO: 143
144 huAbl3VL.1la |VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CKASQNVGEFNVAWYQQKPGKSP
KALTYSASYRYSGVPSRFIGSG
SGTDFTLTISSLOPEDFAEYFC
QQYNWYPFTFGOGTKLEIK
huAbl3VL.1la |CDR-L1 Residuos 24-34 de SEQ ID |[KASQNVGFNVA
37 NO: 144
huAbl3VL.1la |CDR-L2 Residuos 50-56 de SEQ ID [SASYRYS
38 NO: 144
huAbl13VL.la |CDR-L3 Residuos 89-97 de SEQ ID |QQYNWYPFT
39 NO: 144
146 huAb13VH.1 |VH EVQLOESGPGLVKPSETLSLTC
AVSGYSITSGYSWHWIRQPPGK
GLEWIGYIHSSGSTNYNPSLKS
RVIISVDTSKNQFSLKLSSVTA
ADTAVYYCARYDDYFEYWGQGT
TVTVES
huAb13VH.1 |CDR-H1 Residuos 26-36 de SEQ ID |GYSITSGYSWH
33 NO: 146
huAb13VH.1 |CDR-H2 Residuos 51-66 de SEQ ID [YIHSSGSTNYNPSLKS
34 NO: 146
35 huAb13VH.1 |CDR-H3 Residuos 99-105 de SEQ |YDDYFEY
ID NO: 146
145 huAB13VL.1b |VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CKASQNVGEFNVAWYQQKPGKAP
KLLIYSASYRYSGVPSRFSGSG
SGTDFTLTISSLOPEDFATYEC
QOYNWYPFTFGQGTKLEIK
huAbl13VL.1b |CDR-L1 Residuos 24-34 de SEQ ID |[KASQNVGFNVA
37 NO: 145
huAb13VL.1b |CDR-L2 Residuos 50-56 de SEQ ID [SASYRYS
38 NO: 145
huAb13VL.1b |CDR-L3 Residuos 89-97 de SEQ ID |QQYNWYPFT
39 NO: 145
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(continuacién)

SEQ ID Clon Region de la |Residuos Secuencia de Aminoacidos
NO: Proteina
147 huAb13VH.1la [VH EVQLOESGPGLVKPSETLSLTC
AVTGYSITSGYSWHWIROEFPGN
GLEWMGYIHSSGSTNYNPSLKS
RISISRDTSKNQIEFLKLSSVTA
ADTAVYYCAGYDDYFEYWGQGT
TVTVSS
33 CDR-H1 Residuos 26-36 de SEQ |GYSITSGYSWH
huAb13VH.1a ID NO: 147
34 CDR-H2 Residuos 51-66 de SEQ |YIHSSGSTNYNPSLKS
huAbl13VH.1a ID NO: 147
35 CDR-H3 Residuos 99-105 de SEQ |YDDYFEY
huAb13VH.1a ID NO: 147
148 huAb13VH.1b [VH EVOLOESGPGLVKPSETLSLTC
AVSGYSITSGYSWHWIRQPPGN
GLEWMGYIHSSGSTNYNPSLKS
RITISRDTSKNQEFSLKLSSVTA
ADTAVYYCARYDDYFEYWGQGT
TVTVSS
33 CDR-H1 Residuos 26-36 de SEQ |GYSITSGYSWH
huAb13VH.1b ID NO: 148
34 CDR-H2 Residuos 51-66 de SEQ |YIHSSGSTNYNPSLKS
huAb13VH.1b ID NO: 148
35 CDR-H3 Residuos 99-105 de SEQ |YDDYFEY
huAb13VH.1b ID NO: 148

Ejemplo 18: Generacion de las variantes del huAb13

Las secuencias de aminoéacidos de la region 3 VH y 3 VL de las variantes de Ab13 humanizadas descritas en la
Tabla 18 se emparejaron para generar 9 variantes de huAbl3 descritas en la Tabla 19. Las secuencias de
aminoécidos de la longitud completa de la cadena pesada y la cadena ligera de la variante huAb13v1l, huAb13vl se
proporcionan en las SEQ ID NO: 168 y 169, respectivamente.

Tabla 19: Secuencias de las regiones variables de las variantes de huAb13 disefiadas

SEQ ID |Clon Region deR . Secuencia de amino4cidos
) . esiduos
NO: la Proteina
147 huAb13vl |VH EVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
TGYSITSGYSWHWIRQFPGNGLEW
MGYIHSSGSTNYNPSLKSRISISR
DTSKNQFFLKLSSVTAADTAVYYC
AGYDDYFEYWGQGTTVTVSS
33 huAb13vl |[CDR-H1 |Residuos 26-36 de SEQ ID GYSITSGYSWH
NO: 147
34 huAb13vl |[CDR-H2 |Residuos 51-66 de SEQ ID YIHSSGSTNYNPSLKS
NO: 147
35 huAb13vl |[CDR-H3 [Residuos 99-105de SEQID |YDDYFEY
NO: 147
144 huAb13vl |VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASQNVGFNVAWY QQKPGKSPKALIL
YSASYRYSGVPSRFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFAEREY FCQQYNWY PF
TEGOGTKLEIK
37 huAb13vl |CDR-L1 Residuos 24-34 de SEQ ID KASQNVGFNVA
NO: 144
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(continuacion)

SEQ ID

Clon

Region de

Secuencia de aminoacidos

NO: la Proteina Residuos
38 huAb13vl |CDR-L2 Residuos 50-56 de SEQ ID  |[SASYRYS
NO: 144
39 huAb13vl |CDR-L3 Residuos 89-97 de SEQ ID | QQYNWYPFT
NO: 144
146 huAb13v2 |VH EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAV
SGYSITSGYSWHWIRQPPGKGLEW
TGYIHSSGSTNYNPSLKSRVTISV
DTSKNQESLKLSSVTAADTAVYYC
ARYDDYFEYWGQGTTVTVSS
33 huAbl13v2 |CDR-H1 |Residuos 26-36 de SEQ ID |GYSITSGYSWH
NO: 146
34 huAbl13v2 |CDR-H2 |[Residuos 51-66 de SEQID  |[YIHSSGSTNYNPSLKS
NO: 146
35 huAb13v2 |CDR-H3 |Residuos 99-105 de SEQ ID |YDDYFEY
NO: 146
143 huAbl3v2 [VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASQNVGEFNVAWY QQKPGKAPKLLI
YSASYRYSGVPSRFEFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQYNWY PF
TEGQGTKLEIK
37 huAbl13v2 |[CDR-L1 Residuos 24-34 de SEQ ID  |[KASQNVGFNVA
NO: 143
38 huAbl13v2 [CDR-L2 Residuos 50-56 de SEQ ID  [SASYRYS
NO: 143
39 huAb13v2 |CDR-L3 Residuos 89-97 de SEQ ID | QQYNWYPFT
NO: 143
146 huAb13v3 |VH EVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAV
SGYSITSGYSWHWIRQPPGKGLEW
IGYTHSSGSTNYNPSLKSRVTISV
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARYDDYFEYWGQGTTVTVSS
33 huAb13v3 |CDR-H1 Eeogltiligs 26-36 de SEQ ID GYSITSGYSWH
34 huAb13v3 |CDR-H2 Egs.u]j-zgs 51-66 de SEQ ID VIHSSGSTNYNPSLKS
35 huAb13v3 |CDR-H3 ﬁ(e)s.lti:gs 99-105 de SEQ ID \DDYEEY
144 huAb13v3 VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASQNVGEFNVAWY QORKPGRSPKALT
YSASYRYSGVFSREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFAEY FCQOQYNWY PF
TEFGOGTKLEIK
37 huAb13v3 |CDR-L1 Egs_lclilizs 24-34 de SEQ ID KASONVGFNVA
38 huAb13v3 |CDR-L2 Res_lduos 50-56 de SEQ ID SASYRYS
NO: 144
39 huAb13v3 |CDR-L3 Residuos 89-97 de SEQ ID | QQYNWYPFT
NO: 144
146 huAb13v4 |VH EVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
SGYSITSGYSWHWIRQPPGKGLEW
IGYIHSSGSTNYNPSLKSRVT ISV
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARYDDYFEYWGQGTTVTVSS
33 huAbl13v4 |CDR-H1 [Residuos 26-36 de SEQ ID GYSITSGYSWH

NO: 146
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(continuacién)

SEQ ID

Clon

Regién de

Secuencia de aminoacidos

NO: la Proteina Residuos
34 huAbl13v4 |CDR-H2 |[Residuos 51-66 de SEQID |[YIHSSGSTNYNPSLKS
NO: 146
35 huAb13v4 |CDR-H3 [Residuos 99-105 de SEQ ID [YDDYFEY
NO: 146
145 huAbl13v4 VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASQNVGFNVAWYQQKPGKAPKLLI
YSASYRYSGVPSRFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATY FCQQYNWY PF
TEFGQGTKLEIK
37 huAbl3v4 |CDR-L1 ﬁgsflcliigs 24-34 de SEQ ID KASQNVGFNVA
38 huAbl13v4 |CDR-L2 Resl,lduos 50-56 de SEQ ID SASYRYS
NO: 145
39 huAbl13v4 |CDR-L3 Ee;uigs 89-97 de SEQ ID QQYNWYPET
147 huAbl13v5 (VH EVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
TGYSITSGYSWHWIRQFPGNGLEW
MGYIHSSGSTNYNPSLKSRISTSR
DTSKNQFFLKLSSVTAADTAVYYC
AGYDDYFEYWGQGTTVIVSS
33 huAb13v5 |CDR-H1 ﬁ(e)yigs 26-36 de SEQ ID GYSITSGYSWH
34 huAb13v5 |CDR-H2 Egsflcliic;s 51-66 de SEQ ID VIHSSGSTNYNPSLKS
35 huAbl13v5 |CDR-H3 Ee;uigs 99-105 de SEQ ID YDDYFEY
143 huAb13v5 |VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASONVGEFNVAWY QOKPGKAPKLL T
YSASYRYSGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLOPEDFATYYCQQYNWY PF
TEFGQGTKLEIK
37 huAbl13v5 |CDR-L1 ﬁg§|(iigs 24-34 de SEQ ID KASQNVGENVA
38 huAb13v5 |CDR-L2 Re§|duos 50-56 de SEQ ID SASYRYS
NO: 143
39 huAb13v5 |CDR-L3 Egsfl(ﬁ? 89-97 de SEQ ID QOQYNWYPET
147 huAb13v6 |VH EVQLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
TGYSITSGYSWHWIRQOFPGNGLEW
MGYIHSSGSTNYNPSLKSRISISR
DTSKNQFFLKLSSVTAADTAVYYC
AGYDDYFEYWGQGTTVTVSS
huAb13v6 |CDR-H1 |[Residuos 26-36 de SEQID |[GYSITSGYSWH
33 NO: 147
huAb13v6 |[CDR-H2 |[Residuos 51-66 de SEQID |[YIHSSGSTNYNPSLKS
34 .
NO: 147
huAb13v6 |[CDR-H3 |[Residuos 99-105de SEQ ID [YDDYFEY
35 NO: 147
145 huAbl13v6 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASONVGFNVAWY QQKPGKAPKLL I
YSASYRYSGVPESRFESGSGSGTDET
LTISSLOQPEDFATY FCQOQYNWY PF
TEFGOQGTKLETK
37 huAb1l3v6 |[CDR-L1 |[Residuos 24-34 de SEQID [KASQNVGFNVA

NO: 145

87




ES 2 861499 T3

(continuacion)

SEQID

Region de

NO: Clon la Proteina Residuos Secuencia de aminoacidos
37 | huAbl3v6 | CDR-L1 Res'duosﬁgfg’&ge SEQID KASQNVGFNVA
38 | huAbl3ve | CDR-L2 | Residuos 50-56 de SEQ ID SASYRYS
NO: 145
39 | huAbl3vé | CDR-L3 Res'duosﬁgfglzge SEQID QQYNWYPFT
FVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
SGYSITSGYSWHWIRQPPGNGLEW
148 | huAbl3v7 | VH MCYIHSSGSTNYNPSLKSRITISR
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARYDDYFEYWGOGTTVTVSS
33 | huAb13v7 | CDR-H1 Res'duosl\zlgfszge SEQID GYSITSGYSWH
34 | huAbl3v7 | CDR-H2 Res'duosl\?é'_eﬁge SEQID YIHSSGSTNYNPSLKS
35 | huAbl3v7 | CDR-H3 | Residuos ﬁl%_lgige SEQID YDDYFEY
DIQMTQSPSSLSASVGDRVT ITCK
ASONVGFNVAWY QQKPGKAPKLL T
143 huAb13v7 VL YSASYRYSGVPSRFESGSGSGTDET
LTTSSLQPEDFATYY CQOYNWY PF
TFGOGTKLETK
37 | huAb13v7 | CDR-L1 Res'duosl\zléfszge SEQID KASQNVGFNVA
sg | NUADI3V7 | CDR-L2 | Residuos 50-56 de SEQ ID SASYRYS
NO: 143
huAb13v7 | CDR-L3 | Residuos 89-97 de SEQ ID QQYNWYPFT
39 NO: 143
148 | huAb13v8| VH EVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
SGYSITSGYSWHWIRQPPGNGLEW
MGYIHSSGSTNYNPSLKSRITISR
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARYDDYFEYWGOGTTVTVSS
huAb13v8 | CDR-H1 | Residuos 26-36 de SEQ ID GYSITSGYSWH
33 NO: 148
huAb13v8 | CDR-H2 | Residuos 51-66 de SEQ ID YIHSSGSTNYNPSLKS
34 _
NO: 148
huAb13v8 | CDR-H3 |Residuos 99-105 de SEQ ID YDDYFEY
35 :
NO: 148
144 | huAbl3v8| VL DIOMTOSPSSLSASVGDRVT ITCK
ASQNVGENVAWY QOKPGKSPKALT
YSASYRYSGVPSRFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFAEY FCOQYNWY PF
TFCOGTKLETK
37 huAb13v8 | CDR-L1 ﬁ(e)§|222524-34deSEQID KASQNVGFNVA
38 huAb13v8 | CDR-L2 Re§|du0550-56 de SEQ ID SASYRYS
NO: 144
39 huAb13v8 | CDR-L3 Egsfltizgs%-g? de SEQ ID QQYNWYPET
148 | huAb13vo | VH EVOLOESGPGLVKESETLSLTCAY

SGYSITSGYSWHWIRQPPGNGLEW
MGYIHSSGSTNYNPSLKSRITISR
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARYDDYFEYWGQGTTVTVSS
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(continuacién)

Region de

SEQ _ID Clon . Residuos Secuencia de aminoacidos
NO: la Proteina
33 huAb13v9 | CDR-H1 Re3|duos£(6)-'3164ge SEQ ID GYSITSGYSWH
34 huAb13v9 | CDR-H2 Re3|duos’\5|é-.6164ge SEQID YIHSSGSTNYNPSLKS
35 huAb13v9 | CDR-H3 |[Residuos 9%%05135 SEQ ID YDDYEEY
145 huAb13v9 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASONVGENVAWY QQKPGKAPKLLI
YSASYRYSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOQPEDFATY FCQOYNWYPF
TFGQGTKLEIK
huAb13v9 | CDR-L1 Residuos 24-34 de SEQ ID KASQNVGFNVA
37 .
NO: 145
huAb13v9 | CDR-L2 Residuos 50-56 de SEQ ID SASYRYS
38 .
NO: 145
39 huAb13v9 | CDR-L3 Residuos 89-97 de SEQ ID QQYNWYPFT
NO: 145

Ejemplo 19: Caracterizacion de las Variantes Humanizadas del huAb13 VL.1la

Se generaron nueve variantes del huAb13 descritas en los Ejemplos 17 y 18 y se ensayaron para determinar la
union a B7-H3 mediante FACS (de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo 6). Seis variantes no se unieron
a la B7-H3 humana. Las tres variantes restantes se caracterizaron adicionalmente para la unién por SPR y se
conjugaron (mediante el Método A) con el inhibidor de Bcl-xL (especificamente la ojiva enlazadora (0 sinton) CZ) y
se evalug la citotoxicidad celular (de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo 7). La Tabla 20 proporciona
las caracteristicas in vitro de estas variantes.

Tabla 20: Caracterizacién in vitro de las variantes de huAb13 VL.1a conjugadas con el sintén (o carga util del

enlazador) CZ

Nombre de | Nimero de | DAR % aqr ELISA FACS (EC50 Afinidad de los Citotoxicidad
la variante la por MS 2 0? hB7-H3 nM) mAb desnudos de lalinea
Secuencia SpEC ECso nM cyB7- (Biacore, Kp) celular H847
hB7-H3| H3 ' D (ICs0 M)
chAb13-CZ 32, 36 - - 0,26 6,27 | 18,35 5,7E-09 -
huA(t;lZ:Svl- 147, 144 40 51 012 6.01 10,0 6,2E-09 0,09
huAlc3:123v5- 147,143 3,4 2.4 0,19 521 | 10,59 Ajuste pobre 1,60
huAk():%3v6- 147, 145 3,6 7,3 014 5,83 12,95 Ajuste pobre 0.84

HuAb13v1l se selecciond para estudios adicionales debido en parte a su potente y superior citotoxicidad contra las
células H847 y caracteristicas de union similares a las de chAb13 de las que se deriva. Por el contrario, huAb13v5y
huAb13v6 mostraron una cinética de ajuste pobre en los experimentos de Biacore, lo que sugiere que sus
propiedades de union son mas divergentes de la chAb13 parental que de huAb13v1l y tienen una actividad reducida
en el ensayo de destruccion celular.

Ejemplo 20: Potencia in vitro de los Anticuerpos B7-H3 Humanizados Seleccionados con Ojivas Enlazadoras
(Sint6n) del Inhibidor de Bcl-xL llustrativo

Se seleccionaron los anticuerpos humanizados huAbl13vl, huAb3v2.5 y huAb3v2.6 para conjugarlos con varias
cargas Utiles del inhibidor de Bcl-xL (o sintones) a una escala de 3 mg mediante el uso de los métodos A, E o G,
como se describio en el ejemplo 7. La actividad antitumoral de estos ADC se ensay6 en ensayos de citotoxicidad
mediante el uso de la linea celular de cancer de pulmén de células no pequefias NCI-H1650 como se describié en el
Ejemplo 7. Como control, también se evalué la actividad antitumoral in vitro de los ADC que comprenden el
anticuerpo no especifico para MSL109 (un anticuerpo monoclonal que se une a la glicoproteina H de CMV
conjugada con cargas utiles (o sintones) del inhibidor de Bcl-xL. Los resultados se describen en la Tabla 21.

Tabla 21: Citotoxicidad in vitro de las células tumorales de ADC B7-H3 humanizados seleccionados con ojivas
enlazadoras (sintones) del inhibidor de Bcl-xL ilustrativo
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ADC C'\é'ﬁ}ﬁggc?gn DAR por MS | % agr por SEC dce"zgecnzﬁg}fn'?) ECso nM H1650
huAb13v1-CZ G 4 3.9 3 0,18
huAD13vI-TX G 36 2.8 26 0,22
huAD13V1-TV G 2.4 3 3.9 0,43

huAD13VI-AAA G 2 20,2 2.7 0,37
huAb13v1-AAD G 3,7 3,3 2.7 0,21
huAb13v1-WD E 3 5.4 5.8 0,45
huAD13vI-LB A 2.2 21,9 3,7 > 133
huAb13vi-ZT G 2.4 106 17 0,3
huAb13v1-2Z G 14 20,3 25 0,42
huAD13VI-XW G 43 6.3 2.6 0,86
huAb13v1-SE A 3,7 4 5.4 0,63
huAb13vi-SR A 2.6 49,5 4,5 0,59
huAD13v1-YG E 3.3 2.1 3.8 0,33
huAb13v1-KZ A 2.8 16,8 35 178,8
huAb3v2.5-CZ G 3.3 156 3.6 0,40
huAb3v2.5-TX G 3.3 8.9 2.9 0,62
huAD3V2.5-TV G 3.7 10,4 35 0,53
huAD3V2.5-YY G 2.3 16.2 3.2 0,71
huAD3v2.5-AAA G 2 14.8 3.3 0,85
huAb3v2.5-AAD G 3.4 11.3 3.7 0,49
huAD3v2.5-WD E 2.8 115 5.4 0,83
huAD3v2.5-LB A 2.2 24,4 3.9 2,59
huAb3v2.5-2T G 16 20,1 3.3 0,95
huAb3v2.5-27 G 12 194 3,7 11
huAD3v2.5-XW G 3.9 16,4 3.4 2,18
huAb3v2.5-SE A 3.7 106 5.4 0,85
huAb3v2.5-SR A 18 48,5 5.1 0,59
huAD3V2.5-YG E 4 8.6 3.3 0,71
huAb3v2.5-KZ A 2,6 245 3.4 0,87
huAb3v2.6-CZ G 3.4 15 3.6 0,40
huAD3V2.6-TX G 3.2 10,4 3.4 0,47
huAD3V2.6-TV G 3.3 10.7 3.8 0,52
huAD3V2.6-YY G 2.2 19.9 3.4 0,72
huAD3v2.6-AAA G 1.9 20,2 3,6 1,24
huAb3v2.6-AAD G 3.4 11.9 3.7 0,85
huAD3v2.6-WD E 3.1 12.4 5.3 0,79
huAD3v2.6-LB A 2.4 27.2 3.9 2,07
huAD3v2.6-ZT G 17 216 3.7 111
huAb3v2.6-27 G 12 20.7 35 1,35
huAD3v2.6-XW G 4 16.8 3,2 2,4
huAb3v2.6-SE A 3,6 11.8 5,7 1,01
huAb3v2.6-SR A 2.5 48,2 5.2 0,71
huAb3v2.6-YG E 3.7 9.9 4,8 0,68
huAb3v2.6-KZ A 35 26,1 3.6 5,52
MSL109-CZ G 3.2 05 3.7 19,50
MSL109-TX G 3.5 0.7 3 20,00
MSL109-TV G 3.6 0 26 31,13
MSL109-YY G 2.9 0 18 26,53
MSL109-AAA G 1.9 13,7 3.2 23,52
MSL109-AAD G 3 0.4 3.8 > 67
MSL109-WD E 2.9 0 7.06 18,22
MSL109-LB A 18 0 4,2 9,88
MSL109-ZT G 2.3 75 2.2 > 67
MSL109-2Z G 14 15 35 > 67
MSLL09-XW G 33 3,7 3.2 > 67
MSL109-SE A 3.6 334 6.0 29,56
MSL109-SR A 18 2.3 3.8 53,29
MSL109-YG E 3.1 13,2 4,0 10.93
MSL109-KZ A 2.5 18 4.3 50,16
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En contraste con la baja actividad antitumoral exhibida por los ADC que comprenden el anticuerpo no especifico
para MSL109 conjugado con una carga util del inhibidor de Bcl-xL, los ADC dirigidos a B7-H3 exhibieron una mayor
destruccion de células tumorales, lo que refleja la entrega de antigeno dependiente de los ADC dirigidos a B7-H3 a
las células tumorales que expresan B7-H3.

La actividad antitumoral de dos de estos ADC se ensay0 en ensayos de citotoxicidad mediante el uso de la linea
celular de cancer de pulmén de células pequefias NCI-H146 como se describié en el Ejemplo 7. Los resultados se
describen en la Tabla 22.

Tabla 22: Citotoxicidad in vitro de las células tumorales de ADC B7-H3 humanizado seleccionado con sintones
inhibidores de Bcl-xL ilustrativos.

ADC Método de ConjugaciénDAR[% agr por SEC|Concentracion de ADC (mg/ml)[ECso nM H146
huAb13v1-AAA E2 | 2 3,3 11,6 2
huAb13v1-WD E2 | 2 4,5 14,5 2

Se ensayo¢ la citotoxicidad de huAb13v1-AAA E2 y huAbl3vl-WD E2 mediante el uso de células H146. Ambos
conjugados muestran una citotoxicidad potente y comparable.

Ejemplo 21: Andlisis in vivo de los ADC anti-B7-H3

Se seleccionaron los anticuerpos humanizados anti-B7-H3 huAb13v1, huAb3v2.5 y huAb3v2.6 para conjugarlos con
varias cargas Utiles del inhibidor de Bcl-xL y se evaluaron en modelos de xenoinjerto de cancer de pulmén de células
pequefias (H146) como conjugados mediante el uso de una serie de ojivas inhibidoras (sintones) de Bcl-xL mediante
el uso de los métodos descritos en el Ejemplo 7 y el Ejemplo 8. Los resultados se resumen en la Tabla 23 y la Tabla
24,

Tabla 23: Eficacia in vivo de los ADC anti-B7-H3 humanizados

ADC C'\gﬁ}ﬁggc?gn DAR | Dosisld/via/régimen Nf;‘:g;‘;fe TGlmax (%) | TGD (%)
ABQ095 - n/a 6 mg/kg/IP/QDx1 8 0 0

huAb3v2.5-CZ A 3,5 6 mg/kg/IP/QDx1 8 92 122

huAb3v2.6-CZ A 3,4 6 mg/kg/IP/QDx1 8 93 130

huAb3v2.9-CZ A 2,8 6 mg/kg/IP/QDx1 8 94 135

huAb3v2.9-TX E 1,7 6 mg/kg/IP/QDx1 8 93 109

huAb3v2.6-TX E 2,7 6 mg/kg/IP/QDx1 8 92 130

huAb3v2.5-TX E 2,5 6 mg/kg/IP/QDx1 8 86 89

12 |a dosis se administra en mg/kg/dia
Tabla 24: Eficacia in vivo de los ADC anti-B7-H3 humanizados
ADC CMeFodo de DAR | Dosisl@/via/régimen Numero de TGlmax (%)
onjugacién ratones
AB095 - n/a 6 mg/kg/IP/QDx1 8 0
huAb3v2.5-AAA E 2,3 6 mg/kg/IP/QDx1 8 65
huAb3v2.5-XW E 3,1 6 mg/kg/IP/QDx1 8 51
huAb3v2.6-AAA E 3,5 6 mg/kg/IP/QDx1 8 47
huAb3v2.6-XW E 4,0 6 mg/kg/IP/QDx1 8 43
huAb13v1-AAA E 35 6 mg/kg/IP/QDx1 8 76
huAb13v1-XW E 4,2 6 mg/kg/IP/QDx1 8 35
huAb13v1-TX E2 [ 2 6 mg/kg/IP/QDx1 8 88
4 |a dosis se administra en mg/kg/dia

El anticuerpo humanizado anti-B7-H3 huAb13v1 se conjugé con el inhibidor de Bcl-xL sintén WD y se evalud en un
modelo de xenoinjerto de cancer de pulmén de células pequefias B7-H3 positivo (H1650) como conjugado mediante
el uso de los métodos descritos en el Ejemplo 7 y el Ejemplo 8. Como control, también se evalud la actividad
antitumoral in vivo de un anticuerpo igualado por isotipo IgG no especifico (AB095). Los resultados se resumen en la
Tabla 25.
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Tabla 25: Eficacia in vivo del ADC anti-B7-H3 humanizado huAb13v1-WD en H1650

DAR/Método de
ADC Conjugacién Dosis mg/kg/dia| via/régimen | TGlmax (%) | TGD (%)
AB095@ N.A. 10 IP/QDx1 0 0
huAb13v1-WD-E2 2/1 1 IP/QDx1 46* 47*
huAb13v1-WD-E2 2/1 3 IP/QDx1 48* 47*
huAb13v1-WD-E2 2/1 10 IP/QDx1 62* 77*
@ mAb IgG1

* = p < 0,05 en comparacion con el tratamiento control (AB095)
¥ = p < 0,05 en comparacion con la pareja mas activa en una combinacion de farmacos
N.A. = no se aplica

En contraste con la falta de actividad observada mediante el uso del anticuerpo 1gG no dirigido con el mismo isotipo
Ab095, los ADC de Bcl-xL dirigidos a B7-H3 exhibieron inhibicion del crecimiento tumoral (TGI) y retraso del
crecimiento tumoral (TGD), como se muestra en las Tablas 24 y 25, que refleja la administracién dependiente de
antigeno de los ADC dirigidos a B7-H3 que administran el inhibidor de Bcl-xL a las células tumorales que expresan
B7-H3 en este modelo de xenoinjerto de ratén. Como control adicional, se evalud la actividad antitumoral in vivo de
los ADC que comprenden el anticuerpo no dirigido a MSL109 conjugado con los sintones inhibidores de Bcl-xL en el
modelo de xenoinjerto del cancer de pulmén de células pequefias B7-H3 positivo (H1650). La actividad de estos
ADC se comparo con la del anticuerpo con el mismo isotipo 1gG no dirigido, AB095, como control. Como se muestra
en la Tabla 26, los ADC que comprenden el anticuerpo no dirigido a MSL109 conjugado con los sintones inhibidores
de Bcl-xL exhibieron una inhibicién del crecimiento tumoral muy modesta y un retraso del crecimiento tumoral bajo o
nulo. Por el contrario, los ADC de Bcl-xL dirigidos a B7-H3 (como se muestra en la Tabla 25) exhibieron una
inhibicion del crecimiento tumoral (TGI) y un retraso del crecimiento tumoral (TGD) mucho mayores, lo que refleja la
entrega dependiente de antigeno de estos ADC a células que expresan B7-H3 en este modelo de xenoinjerto de
raton.

Tabla 26. Eficacia in vivo de los ADC inhibidores de BCL-xL no dirigidos (MSL109) en el modelo NCI-H1650 de

NSCLC

Inhibicién del Crecimiento
Tratamiento Dosisl@/via/régimen TGlmax (%) TGD (%)
MSL109'-H 3/IP/Q4Dx6 18* 0
MSL109f-H 10/IP/Q4Dx6 43* 20*
MSL109f-H 30/1P/Q4Dx6 8 0
MSL109f-CZ 3/IP/Q4Dx6 20* 0
MSL109f-CZ 3/IP/Q7Dx6 18* 0
MSL109f-CZ 10/1P/Q4Dx6 32* 16
MSL109f-CZ 30/1P/Q4Dx6 32* 12
TAnticuerpo no dirigido
1@l |a dosis se administra en mg/kg/dia
* = p < 0,05 en comparacion con el tratamiento control (AB095)
Q4Dx6 indica una dosis cada 4 dias para un total de 6 dosis

Ejemplo 22: Terapia de Combinacién B7-H3

La actividad antitumoral de huAb13v1l como conjugados con CZ o TX como conjugados DAR2 (E2) purificados se
caracterizd en modelos de xenoinjerto de cancer de pulmoén de células no pequefias (H1650, H1299, H1975 y EBC1)
de origen humano mediante el uso de los métodos descritos en el Ejemplo 8. La actividad antitumoral se evalud
como monoterapia y en combinacion con docetaxel (H1650, H1299, H1975 y EBC1). Los resultados se presentan en
la Tabla 27.
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Tabla 27: Eficacia in vivo de los conjugados humanizados huAb13v1l anti-B7-H3 como monoterapia y en
combinacion con docetaxel

DAR/Método de Dosis e (0 0
ADC Conjugacion mg/kg/dia via/régimen TGImax (%)| TGD (%)
EBC1
AB095 - 10 Q4Dx6/IP 0 0
huAb13v1-TX E2 2/1 10 Q4Dx6/1P 58 67
Docetaxel - 75 QDx1/IV 85 80
nuADL3VL-TXE2 + 211 10+7,5 | Q4DX6/IP + QDXL/IV| 140 140
NCI-H1299
AB095 10 Q4Dx6/1P 0 0
huAb13v1-TX E2 2/1 10 Q4Dx6/1P 80 24
Docetaxel - 7,5 QDx1/IV 87 48
huAbL3vL TXE2 * 211 10+7,5 |Q4DX6/IP + QDXLIV| 97 83
NCI-H1975
AB095 10 Q4Dx6/1P 0 0
huAb13v1-TX E2 2/1 10 Q4Dx6/1P 52 62
Docetaxel 75 QDx1/IV 81 77
huAbL3vL TXE2 * 211 10+7,5 |Q4DX6/IP + QDXLIV| 92 108
NCI-H1650
AB095 - 8 Q7Dx6/IP 0 0
huAb13v1-CZ 2/1 10 QDx1/IP 80 100
Docetaxel - 7,5 QDx1/IV 84 143
huAbL3vl-Ce + . 1047,5 | QDXU/IP + QDXL | 99 > 600
NCI-H1650
AB095(a) N.A. 10 IP/Q14Dx3 0 0
DTX N.A. 7,5 1V/Q14Dx3 80* 158*
huAb13v1-WD E2 2/ 10 IP/Q14Dx3 67* 83*
huAb13v1-WD E2 + IP/Q14Dx3 + N N
DTX 2/l + N.A. 10+7,5 I\V/Q14Dx3 98 > 717
huAb13v1-WD E2 2/. 3 IP/Q14Dx3 56* 75*
huAb13v1-WD E2 + IP/Q14Dx3 + ' '
DTX 2/1 + N.A. 3+75 IV/Q14Dx3 99* >717*
huAb13v1-WD E2 2/ 1 IP/Q14Dx3 60* 67*
huAb13v1-WD E2 + IP/Q14Dx3 + N N
DTX 2/l + N.A 1+75 I\V/Q14Dx3 88 467
huAb13v1-AAA E2 2/ 10 IP/Q14Dx3 63* 117+
huAb13v1-AAA E2 + IP/Q14Dx3 + . .
DTX 211+ N.A 10+7,5 IV/Q14Dx3 99 > 717
huAb13v1-AAA E2 2/ 3 IP/Q14Dx3 60* 117*
huAb13v1-AAA E2 + IP/Q14Dx3 + N y
DTX 21+ N.A 3+75 IV/Q14Dx3 99* > 717*
huAb13v1-AAA E2 2/ 1 IP/Q14Dx3 50* 67*
huAb13v1-AAA E2 + IP/Q14Dx3 + ' .
DTX 2/l + N.A 1+75 IV/Q14Dx3 92* > 717
@ mAb IgG1
* = p < 0,05 en comparacion con el tratamiento control (AB095)
¥ = p < 0,05 en comparacion con la pareja mas activa en una combinacion de farmacos
N.A. = no se aplica

Los resultados presentados en la Tabla 27 demuestran que anteriormente, huAb13v1 como conjugados con CZ, TX,
WD o AAA purificado con DAR2 (E2) inhibieron el crecimiento de los cuatro modelos de xenoinjerto de NSCLC como
monoterapia. Ademas, huAb13v1 como conjugados con CZ, TX, WD o AAA purificado con DAR2 (E2) se combind
efectivamente con docetaxel para producir una inhibicion més sostenida del crecimiento tumoral. Esto se ilustra mas
dramaticamente en el modelo de xenoinjerto H1650 donde la terapia de combinacion resulté en un TGD de entre
467 % y > 717 %, mientras que las monoterapias individuales dieron como resultado TGD en el intervalo de 67 % -
158 %. Estos resultados apoyan la utilidad clinica de los ADC inhibidores de Bcl-xL (Bcl-xLi) que se dosifican en
combinacién con quimioterapia.
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Resumen de la secuencia

SEQ |Descripcion Secuencia de Aminoacidos
ID NO:
1 secuencia de aminoéacidos de la VH de chAb2 QVQLOQPGAELVKPGASVKLSCEKA
SGYTFTSYWMHWVEKQRPGQGLEWL
GMIHPDSGTTNYNEKFRSKATLTV
DESSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYC
AVYYGSTYWYFDVWGTGTTVIVSS
2 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de chAb2 |GYTFTSYWMH
3 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de chAb2 [MIHPDSGTTNYNEKFRS
4 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de chAb2 [YYGSTYWYFDV
5 Secuencia de aminoacidos de la VL de chAb2 DVVMTQTPLSLPVSLGDOAYISCR
SSQSLVHINGNTYLHWYRQKPGQS
PKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQS
THFPFTEFGSGCTKILEIR
6 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de chAb2 [RSSQSLVHINGNTYLH
7 chAb2, chAb3, chAbl10, huAb3VL.1, huAb3VL.1a, KVSNRFS
huAb3VL. Secuencia de aminoacidos 1b, huAb3v2.1,
huAb3v2.2, huAb3v2.3, huAb3v2.4, huAb3v2.5,
huAb3v2.6, huAb3v2.7, huAb3v2.8 y huAb3v2.9 VL CDR2
8 secuencia de aminodcidos de la CDR3 de la VL de chAb2 [SQSTHFPFT
9 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb3 QVQLOQPGAELVKPGASVKLSCKA
SGYTFSSYWMHWVKQRPGQGLEWT
GLIHPDSGSTNYNEMFKNEATLTV
DRSSSTAYVQLSSLTSEDSAVYFC
AGGGRLYFDYWGQGTTLTVSS
10 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de chAb3,|GYTFSSYWMH
huAb3VH.1, huAb3VH.1a, huAb3VH.1b, huAb3v2.1,
huAb3v2.2, huAb3v2.3, huAb3v2.4, huAb3v2.5,
huAb3v2.6, huAb3v2.7, huAb3v2.8, y huAb3v2.9
11 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de chAb3,|LIHPDSGSTNYNEMFKN
huAb3VH.1, huAb3VH.1la y huAb3VH.1b
12 secuencia de aminoacidos de la VH de CDR3 chAb3, GGRLYFDY
huAb3VH.1, huAb3VH.1a, huAb3VH.1b, huAb3v2.1,
huAb3v2.2, huAb3v2.3, huAb3v2.4, huAb3v2.5,
huAb3v2.6, huAb3v2.7, huAb3v2.8 y huAb3v2.9
13 secuencia de aminoécidos de la VL de chAb3 DVVMTQTPLSLPVSLGDQASTSCR
SSESLVHSNGDTYLRWY LQKPGQS
PKLLIYKVSNRFSGVPDRF3GSGS
GTDFTLKITRVEAEDLGVYFCSQS
THVPYTFGGGTKLEIK
14 secuencia de aminodcidos de la CDR1 de la VL de chAb3, [RSSQSLVHSNGDTYLR
huAb3VL.1, huAb3VL.1lay huAb3VL.1b
15 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VL de chAb3, [SQSTHVPYT
huAb3VL.1, huAb3VL.1a, huAb3VL.1b, huAb3v2.1,
huAb3v2.2, huAb3v2.3, huAb3v2.4, huAb3v2.5,
huAb3v2.6, huAb3v2.7, huAb3v2.8 y huAb3v2.9
16 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb4 QVOLOOPGAELVKPGASVKLSCKA
SGYSFTSYWMHWVKQRPGQGLEWI
GMIHPNSGSNNYNEKFKSKATLTV
DKSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYC
ARRLGLHFDYWGQGTTLTVSS
17 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de chAb4 |GYSFTSYWMH
18 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de chAb4 [IMIHPNSGSNNYNEKFKS
19 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de chAb4 |RLGLHFDY
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chAbl13, huAb13Vh.1, huAb13Vh.1a, huAbl13Vh.1b,
huAb13vl, huAbl13v2, huAb13v3, huAb13v4, huAb13v5,

huAb13v6, huAb13v7, huAb13v8 y huAbR13v9

SEQ [Descripcion Secuencia de Aminoéacidos
ID NO:
20 secuencia de aminoécidos de la VL de chAb4 DIVMTQSQKFMSTPVGDRVSITCK
ASONVGTAVAWY QQKPGOSPKLLI
YSASNRYTGVPDRFTGSGSGTDET
LTISNMQSEDLADYFCQQOYSSYPY
TFGGGTKLETRK
21 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de KASQNVGTAVA
chAb4
22 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VL de SASNRYT
chAb4
23 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VL de QQYSSYPYT
chAb4
24 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb18 QVOLQQOSAARLARPGASVKMSCKA
SGYSFTSYTIHWVKQRPGOQGLEWI
GYINPNSRNTDYNQKFKDETTLTA
DRSSSTAYMQOLISLTSEDSAVYYC
ARYSGSTPYWYFDVWGAGTTVTVS
S
25 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de GYSFTSYTIH
chAb18, huAb18VH.1, huAb18VH.1la y huAb18VH.1b
26 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de YINPNSRNTDYNQKFKD
chAb18, huAb18VH.1y huAb18VH.la
27 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH YSGSTPYWYFDV
chAb18, huAb18VH.1, huAb18VH.la y huAb18VH.1b
28 secuencia de aminoacidos de la VL de chAb18 QIVLTQSPATILSASPGEKVITMTCR
ASSSVSYMNWY QQKPGSSPKPWIY
ATSNLASGVPARFSVSVSGTSHSL
TISRVEAEDAATYYCQQWSSNPLT
FGAGTKLELK
29 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de RASSSVSYMN
chAb18, huAb18VL.1, huAb18VL.1a, huAb18VL.1b,
huAbl18VL.2 y huAb18VL.2a
30 secuencia de aminodacidos de la CDR2 de la VL de ATSNLAS
chAb18, huAb18VL.1, huAb18VL.1a, huAb18VL.1b,
huAb18VL.2 y huAb18VL.2a
31 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VL de QQWSSNPLT
chAb18, huAb18VL.1, huAb18VL.1a, huAb18VL.1b,
huAb18VL.2 y huAb18VL.2a
32 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb13 DVQLOESGPDLVKPSQSLSLTCTV
TGYSITSGYSWHWIRQFPGNELEW
MGYIHSSGSTNYNPSLKSRISINR
DTSENQFFLOLNSVTTEDTATYYC
AGYDDYFEYWGOQGTTLTVSS
33 secuencia de aminodacidos de la CDR1 de la VH de GYSITSGYSWH
chAbl13, huAb13Vh.1, huAb13Vh.1la, huAb13Vh.1b,
huAb13v1, huAb13v2, huAb13v3, huAb13v4, huAbl13v5,
huAb13v6, huAb13v7, huAb13v8 y huAb13v9
34 secuencia de aminoéacidos de la CDR2 de la VH de YIHSSGSTNYNPSLKS
chAb13, huAb13Vh.1, huAb13Vh.1a, huAb13Vh.1b,
huAb13vl, huAbl13v2, huAb13v3, huAb13v4, huAb13v5,
huAb13v6, huAb13v7, huAb13v8 y huAb13v9
35 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de YDDYFEY
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SEQ |Descripcion Secuencia de Aminoéacidos
ID NO:
36 secuencia de aminoacidos de la VL de chAb13 DIVMTQSQKFMSTSVGDRVSVTCK
ASONVGFNVAWYQQKPGQSPKAL T
YSASYRYSGVPDREFTGSGSGTDET
LTISNVQSEDLAEY FCQQYNSYPF
TFGSGTKLEIK
37 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de KASQNVGFNVA
chAb13, huAb13VL.1, huAb13VL.1a, huAb13VL.1b,
huAb13v1, huAb13v2, huAb13v3, huAb13v4, huAbl13v5,
huAb13v6, huAb13v7, huAb13v8 y huAbR13v9
38 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VL de SASYRYS
chAb13, huAb13VL.1, huAb13VL.1a, huAb13VL.1b,
huAb13vi, huAb13v2, huAb13v3, huAb13v4, huAb13v5,
huAb13v6, huAb13v7, huAb13v8 y huAb13v9
39 secuencia de aminoéacidos de la CDR3 de la VL de QQYNWYPFT
huAb13VL.1, huAbl13VL.1a, huAb13VL.1b, huAb13v1,
huAb13v2, huAb13v3, huAb13v4, huAb13v5, huAbl13ve6,
huAb13v7, huAb13v8 y huAb13v9
40 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb12 EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAA
SGFTFSSYAMSWVRQTPEKRLEWV
ATISSGTNYTYYPDSVKGRFTISR
DNAKNTLY LOMTSLRSEDTAMYYC
ARQCGRYSWIAYWGQGTLVTVSA
41 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de GFTFSSYAMS
chAb12
42 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de TISSGTNYTYYPDSVKG
chAbl12
43 secuencia de aminoéacidos de la CDR3 de la VH de QGRYSWIAY
chAb12
44 secuencia de aminoacidos de la VL de chAb12 DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCR
ASKSVSTSDYSYMHWNQOKPGQPP
KLLIYLASNLESGVPARFSGSGSG
TDFTLNTHPVEEEDAATYYCQHSR
ELLTFGAGTKLELK
45 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de RASKSVSTSDYSYMH
chAb12
46 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VL de LASNLES
chAb12 y chAbl7
a7 secuencia de aminoéacidos de la CDR3 de la VL de QHSRELLT
chAbl12
48 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb14 EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAA
SGEFTFSSYGMSWVRQTPEKRLEWV
ATISGGGTNTYYPDSVEGRETISR
DNAKNFLYLOMSSLRSEDTALYYC
ARHYGSQTMDYWGQGTSVTVSS
49 Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de GFTFSSYGMS
chAbl14 y chAb8
50 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de TISGGGTNTYYPDSVEG
chAb14
51 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de HYGSQTMDY
chAbl14
52 secuencia de aminoacidos de la VL de chAbl4 DIQMTQSPASLSASVGETVTITCR
TSGNIHNYLTWYQOKQGKSPQLLV
YNAKTLADGVPSRESGSGSGTQFS
LKINSLOPEDFGSYYCQHFWSIMW
THFGGGTKLETK
53 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de RTSGNIHNYLT

chAb14

96




ES 2 861499 T3

SEQ |Descripcion Secuencia de Aminoéacidos
ID NO:
54 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VL de NAKTLAD
chAbl14
55 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VL de QHFWSIMWT
chAbl14
56 secuencia de aminoéacidos de la VH de chAb6 OVOLOQOSGAELMKPGASVKISCKA
TGYTFSRYWIEWVKQRPGHGLEWI
GEILPGSGSTNYNEKFKGKATEFTA
DTSSNTAYMQVSSLTSEDSAVHYC
ARRGYGYVPYALDYWGQGTSVTVS
S
57 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de GYTFSRYWIE
chAb6
58 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de EILPGSGSTNYNEKFKG
chAb6
59 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de RGYGYVPYALDY
chAb6
60 Secuencia de aminoacidos de la VL de chAb6 EIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCR
ASQDISNSLNWYQQKPDGTVNLL I
YYTSRLYSGVPSRFSGSGSGTDYS
LTISNLEQEDIATY FCQQRGNTLPY
THFGGGTKLEIK
61 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de RASQDISNSLN
chAb6
62 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VL de YTSRLYS
chAb6
63 secuencia de aminodcidos de la CDR3 de la VL de QQGNTLPYT
chAb6
64 secuencia de aminoacidos de la VH de chAbl1l EVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCAT
SGFTFTNYYMSWVRQPPGKALEWL
GFIRNKANDYTTEYSASVEGRFTI
SRDNSQSILYLOMNTLRAEDSATY
YCARESPGNPFAYWGQGTLVTVSA
65 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de GFTFTNYYMS
chAbl1l
66 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de FIRNKANDYTTEYSASVKG
chAbl1l
67 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de ESPGNPFAY
chAbl1l
68 secuencia de aminoécidos de la VL de chAbl1l DIVMTQSFESSLTVIAGEKVIMTCK
SSQSLILNSGTQKNFLTWY QQKPGQ
PPKLLIYWASTRESGVPDRETGSG
SGTDFTLTISSVQAEDLAVY FCON
DYIYPLTFGAGTKLELK
69 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de KSSQSLLNSGTQKNFLT
chAb11l
70 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VL de WASTRES
chAbl1
71 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VL de QNDYIYPLT
chAbl1l
72 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb16 EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCAA
SGFDFSRYWMSWVRQAPGKCLEWI
GEINPDSSTINYTPSLKDKFIISR
DNAKNTLYLOMSKVRSEDTALYYC
ARPGFGNYIYAMDYWGQGTSVTVS
S
73 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de GFDFSRYWMS
chAb16
74 secuencia de aminodacidos de la CDR2 d la VH de EINPDSSTINYTPSLKD

chAb16
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SEQ |Descripcion Secuencia de Aminoéacidos
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75 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de PGFGNYIYAMDY

chAbl16

76 secuencia de aminoacidos de la VL de chAb16 DIOMTQTTSSLSASLGDRVTINCR
ASQDISNFLNWYQOKPDGTVKLL T
YYTSRLYLGVPSRESGSGSGTDY S
LTISNLEQEDIATYFCQQGNTLEP
TFGGETKLEIK
77 secuencia de aminodacidos de la CDR1 de la VL de RASQDISNFLN
chAb16
78 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VL de YTSRLYL
chAb16
79 secuencia de aminodacidos de la CDR3 de la VL de QQGNTLPPT
chAb16
80 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb10 DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTV
TGYSITSDYAWNWIRQFPGNRLEW
MGHINYSGITNYNPSLKSRISITR
DTSKNQFFLOLYSVITEDTATYFC
ARRSLEFYYYGSSLYAMDYWGQGTS
VIVSS
81 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de GYSITSDYAWN
chAb10
82 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de HINYSGITNYNPSLKS
chAb10
83 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de RSLFYYYGSSLYAMDY
chAb10
84 secuencia de aminoacidos de la VL de chAb10 DVVMTQSPFSLPVSLGDOQASISCR
SSESLVHSNGNTYLHWY L.OKPGQS
PKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQS
THVPWTFGGGTKLEIK
85 secuencia de amino&cidos de la CDR1 d la VL de RSSQSLVHSNGNTYLH
chAbl10
86 secuencia de aminoéacidos de la CDR3 de la VL de SQSTHVPWT
chAb10
87 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb7 EVOLVESGENLVKPGGSLKLSCAA
SGEFSFRGYGMSWVROTPDKRLEWY
DATSTGGNYTYYPDSVQGRFTISR
DNANNTLYLOMSSLKSEDTAMYYC
ARRGGNYAGFAYWGQGTLVTVSA
88 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de GFSFRGYGMS
chAb7 VH CDR1
89 secuencia de aminoéacidos de la CDR2 de la VH de AISTGGNYTYYPDSVQG
chAb7
90 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de RGGNYAGFAY
chAb7
91 secuencia de aminoacidos de la VL de chAb7 DIOMTQSPASLSVSVGETVTITCR
PSENIYSNLAWY QOKQGKSPQLLV
YAATNLADGVPSRESGSGSGTQYS
LKINSLOSEDFGTYYCQHFWGTPFE
TFGSGTKLETK
92 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de RPSENIYSNLA
chAb7
93 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VL de AATNLAD
chAb7 y chAb8
94 secuencia de aminodcidos de la CDR3 de la VL de QHFWGTPFT

chAb7
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SEQ |Descripcién Secuencia de Aminoacidos
ID NO:
95 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb8 EVELVESGGGLVKPGGSLKLSCAA

SGFTEFSSYGMSWVRQTPEKRLEWY
ATISGGGNYTYCPDSVKGREFTISR
DNAKNNLYLOMSSLRSEDTALYYC
TROQRGYDYHYAMDFWGQGTSVTVS
S

96 secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de TISGGGNYTYCPDSVKG
chAb8
97 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de QRGYDYHYAMDF
chAb8
98 Secuencia de aminoéacidos de la VL de chAb8 DIOMTQSPASLSVSVGETVTITCR
ASENIYSNLAWHQQKQGKSPQLLV
YAATNLADGVPSRESGNGSDTQY S
LEKINSLOSEDEGSYFCQNFWGTSW
TFGGGTKLETK
99 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de RASENIYSNLA
chAb8
100 |secuencia de amino&cidos de la CDR3 de la VL de QNFWGTSWT
chAb8
101 |[secuencia de aminoacidos de la VH de chAbl17 EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCAA
SGFTFSSYIMSWVRQTPEKRLEWV
ASIVSSNITYYPDSMKGRFTISRD
NARNILYLOMSSLKSEDTAMYYCA
RSGTRAWFAYWGQGTLVTVSA
102 |secuencia de aminoacidos de la CDR1 d la VH de GFTFSSYIMS
chAb17
103 |secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de SIVSSNITYYPDSMKG
chAb17
104 |secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de SGTRAWFAY
chAb17
105 |[secuencia de aminoacidos de la VL de chAb17 DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCR
ASKSVSTSAYSYMHWY QOKPGQFP
KLLIYLASNLESGVPARFSGSGSG
TDFTLNIHPVEEEDAATYYCQHSR
ELPYTFGGGTKILEIK
106 |[secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de RASKSVSTSAYSYMH
chAb17
107 |secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VL de QHSRELPYT
chAb17
108 secuencia de aminoacidos de la VH de chAb5 OVQLOQPGDELVKPGASVKLSCKT
SGYTFTTDWMHWVEKORPGOGLEWL
GMIHPNSGTTNYNEKFKSKAALTV
DKSSSTACMQLSSLTSEDSAVYYC
ARSYWEKWYFDVWGTGTTVTVSS
109 |secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VH de GYTFTTDWMH
chAb5
110 |secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de MIHPNSGTTNYNEKFKS
chAb5
111 secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VH de SYWKWYFDV
chAb5
112 |secuencia de aminoacidos de la VL de chAb5 QIVLTQSPAIMSASLGEEITLTCS
ASSSVSYMHWY QOKSGTSPKLLIY
STSNLASGVPSRFSGSGSGTFYSL
TISSVEAEDSADYYCHQWTSYMYT
FGGGTKLEIK
113 secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de SASSSVSYMH

chAb5
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SEQ [Descripcién Secuencia de Aminoacidos
ID NO:
114 |secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VL de STSNLAS
chAb5
115 |secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la VL de HQWTSYMYT
chAb5
116 |secuencia de amino&cidos de la VH de huAb18VH.1, EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKA
huAb18v1y huAb18v5 SGYSFTSYTIHWVRQAPGOGLEWM
GYINPNSRNTDYNQKFKDRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARYSGSTPYWYFDVWGQGTTVTVS
S
117 |secuencia de aminoacidos de la VH de huAb18VH.1la, |EVQLVQSGAEVRKPGSSVKVSCKA
huAb18v3, huAb18v8 y huAb18v9 SGYSFTSYTIHWVROAPCQCLEWT
GYINPNSRNTDYNQKFKDRTTLTA
DRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARYSGSTPYWYFDVWGQGTTVTVS
S
118 |secuencia de amino&cidos de la VH de huAb18VH.1b, |[EVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKA
huAb18v2, huAb18v4, huAb18v6, huAb18v7 y SGYSFTSYTIHWVRQAPGQGLEWM
huAb18v10 GYINPNSRNTDYAQKFQGRVTLTA
DRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARYSGSTPYWYFDVWGQGTTVTVS
119 |secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de EINPNSRNTDYAQKFQG
huAb18VH.1b
120 |secuencia de aminoacidos de la VL de huAb18VL.1, DIQLTQSPSFLEASVGDRVTITCR
huAb18vl y huAb18v2 ASSSVSYMNWY QQKPGKAPKLLIY
ATSNLASGVPSRESGSGSGTEFTL
TISSLOQPEDFATYYCQOWSSNPLT
FGQGTKLEIK
121 secuencia de aminoacidos de la VH de huAb18VL.1a, |DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
huAb18v3 y huAb18v4 ASSSVSYMNWY QOQKPGKSPKPWIY
ATSNLASGVPSRESVSVSGTEHTL
TISSLOPEDFATYYCQQWSSNPLT
FGOGTKLEIK
122  |secuencia de aminoacidos de la VL de huAb18VL.1b, DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
huAb18v8 y huAb18v10 ASSSVSYMNWY QQOKPGKAPKPWIY
ATSNLASGVPSRESVSGSGTEHTL
TISSLOPEDFATYYCQEWSSNPLT
FGOGTKLETIK
123 |secuencia de aminoacidos de la VL de huAb18VL.2, EIVLTQSPDFQSVTPKEKVTITCR
huAb18v5 y huAb18v6 ASSSVSYMNWYQQKPDQSPKLLIK
ATSNLASGVPSRFSGSGSGTDETL
TINSLEAEDAATYYCQOWSSNPLT
FGOQGTKLEIK
124  |secuencia de aminoacidos de la VL de huAb18VL.2a, |[EIVLTQSPDFOQSVIPRKEKVTITCR
huAb18v7 y huAb18v9 ASSSVSYMNWYQQKPDQSEKPWIY
ATSNLASGVPSREFSVSVSGTDHTL
TINSLEAEDAATYYCQOWSSNPLT
FGOGTKLEIK
125 |secuencia de aminoacidos de la VH de huAb3VH.1, EVQLVQSGAEVEKPGSSVKVSCKA

huAb3v1 y huAb3v4

SGYTFSSYWMHWVROQAPGOGLEWM
GLIHPDSGSTNYNEMEKNRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARGGRLYFDYWGOQGTTVTVSS

100




ES 2 861499 T3

huAb3v2.3, huAb3v2.6 y huAb3v2.9

SEQ |Descripcién Secuencia de Aminoéacidos
ID NO:
126 [secuencia de aminodcidos de la VH de huAb3VH.1a, EVOLVQOSGAEVKEPGSSVKVSCEA
huAb3v3 y huAb3vé SGYTFSSYWMHWVRQAPGQGLEWL
GLIEPDSGSTNYNEMFRNRATLTV
DRSTSTAYVELSSLRSEDTAVYFEFC
AGGGRLYFDYWGQGTTVTVSS
127  [secuencia de aminoacidos de la VH de huAb3VH.1b, EVOLVQSGAEVKEPGSSVEVSCEKA
huAb3v2 y huAb3v5 SGYTFSSYWMHWVRQAPGQGLEWI
GLIHPDSGSTNYNEMFKNRATLTV
DRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AGGGRLYFDYWGQGTTVTVSS
128 [secuencia de aminoacidos de la VL de huAb3VL.1, DIVMTOSPLSLPVTPGEPASISCR
huAb3v1y huAb3v2 SSQSLVHSNGDTYLRWY LOKPGQS
POLLIYRVSNRFSGVPDRESGSGS
GTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCSQS
THVPYTEGGGTKVEIK
129 [secuencia de aminodacidos de la VL de huAb3VL.lay DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
huAb3v3 SSQSLVHSNGDTYLRWYLQKPGOS
POLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYFCSQS
THVPYTFGGGTKVE IK
130 |secuencia de aminoacidos de la VL de huAb3VL.1b, DVVMTOSPLSLPVTPGEPASISCR
huAb3v4, huAb3v5 y huAb3v6 SSQSLVHSNGDTYLRWY LQKPGQS
POLLIYKVSNREFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLEKISRVEAEDVGVYYCSQS
THVPYTFGGGTKVE ITK
131 [secuencia de aminoécidos de la VH de huAb3v2.1, EVOLVQSGAEVKKPGSSVEVSCKA
huAb3v2.2 y huAb3v2.3 SGYTFSSYWMHWVRQAPGOGLEWI
GLIHPWSGSTNYNEMFKNRATLTV
DRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AGGGRLYFDYWGQGTTVTVSS
132 [secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la VH de LIHPWSGSTNYNEMFKN
huAb3v2.1, huAb3v2.2 y huAb3v2.3
133 |secuencia de aminoacidos de la VL de huAb3v2.1, DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
huAb3v2.4y huAb3v2.7 SSQSLVHSSGDTYLRWYLOKPGOS
POLLIYKVSNREFSGVPDRESGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQS
THVPYTFGGGTKVEITK
134  |secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de RSSQSLVHSSGDTYLR
huAb3v2.1, huAb3v2.4 y huAb3v2.7
135 [secuencia de aminoacidos de la VL de huAb3v2.2, DIVMTQSPLSLPVTPGEPASTSCR
huAb3v2.5 y huAb3v2.8 SSQSLVHSNRDTYLRWY LOKPGQS
POLLIYKVSNREFSGVPDRESGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQS
THVPYTFGGGTKVEIK
136 [secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la VL de RSSQSLVHSNRDTYLR
huAb3v2.2, huAb3v2.5 y huAb3v2.8
137 |secuencia de aminoacidos de la VL de huAb3v2.3, DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
huAb3v2.6 y huAb3v2.9 SSQSLVHSNQODTYLRWY LQKPGQS
POQLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQS
THVPYTFGGGTKVEIK
138 [secuencia de aminodcidos de la CDR1 de la VL de RSSQSLVHSNQDTYLR

101




ES 2 861499 T3

SEQ |Descripcién Secuencia de Aminoéacidos
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139 [secuencia de aminoécidos de la VH de huAb3v2.4, EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKA

huAb3v2.5 y huAb3v2.6

SGYTFSSYWMHWVRQAPGQGLEWL
GLIHPESGSTNYNEMFKNRATLTV
DRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AGGGRLYFDYWGOGTTVTVSS

140 |secuencia de aminodacidos de la CDR2 de la VH de LIHPESGSTNYNEMFKN
huAb3v2.4, huAb3v2.5 y huAb3v2.6
141 |secuencia de aminoacidos de la VH de huAb3v2.7, EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKA
huAb3v2.8 y huAb3v2.9 SGYTFSSYWMHWVRQAPGQGLEW I
GLIHPISGSTNYNEMEFKNRATLTV
DRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AGGGRLYFDYWGQGTTVTVSS
142  |secuencia de aminoéacidos de la CDR2 de la VH de LIHPISGSTNYNEMFKN
huAb3v2.7, huAb3v2.8 y huAb3v2.9
143 |secuencia de aminodacidos de la VL de huAb13VL.1,
huAb13v2, huAb13v5 y huAb13v7
144  |secuencia de aminoécidos de la VL de huAb13VL.1a, DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
huAb13v1, huAb13v3 y huAb13v8 ASQONVGFNVAWY QQOKPGKAPKLL T
YSASYRYSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLQPEDFATYYCQQYNWYPF
TFGQGTKLEIK
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASOQNVGEFNVAWY QQKPGKSPKALT
YSASYRYSGVPSRFSGSGSGTDFET
LTISSLOQPEDFAEYFCQQYNWY PF
TFGOGTKLEIK
DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASQNVGFNVAWY QQKPGKAPKLLI
YSASYRYSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLQPEDFATY FCQQYNWYPF
TFGOGTKLEIK
145 |secuencia de aminodcidos de la VL de huAB13VL.1b,
huAb13v4, huAb13v6 y huAb13v9
146 |secuencia de aminoéacidos de la VH de huAb13VH.1, EVQLOESGPGLVEPSETLSLTCAV
huAb13v2, huAb13v3 y huAb13v4 SGYSITSGYSWHWIRQPPGKGLEW
IGYIHSSGSTNYNPSLKSRVTISV
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARYDDYFEYWGOGTTVTVSS
147  |secuencia de aminoacidos de la VH de huAb13VH.1a, [EVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
huAb13v1, huAb13v5 y huAb13v6 TGYSITSGYSWHWIRQFPGNGLEW
MGYIHSSGSTNYNPSLKSRISISR
DTSKNQFFLKLSSVTAADTAVYYC
AGYDDYFEYWGQGTTVTVSS
148 |secuencia de aminoacidos de la VH de huAb13VH.1b, EVOLOESGPGLVRPSETLSLTCAV

huAb13v7, huAb13v8 y huAb13v9

SGYSITSGYSWHWIRQPPGNGLEW
MGYTHSSGSTNYNPSLKSRITISR
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC

ARYDDYFEYWGQGTTVIVSS
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SEQ |Descripcion Secuencia de Aminoacidos
ID NO:
149 |Secuencia de aminoéacidos de B7-H3 (humana) MLRRRGSPGMGVHVGAALGALWEC

LTGALEVQVPEDPVVALVGTDATL
CCSESPEPGESLAQLNLIWQLTDT
KQLVHSFAEGQDQGSAYANRTALE
PDLLAQGNASLRLOQRVRVADEGSE
TCEVSIRDEGSAAVSLQVAAPYSK
PSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSY
QGYPEAEVEFWODGQGVPLTGNVTT
SOMANEQGLFDVHSILRVVLGANG
TYSCLVRNPVLQOQDAHSSVIITPQ
RSPTGAVEVQVPEDPVVALVGTDA
TLRCSFSPEPGEFSLAQLNLIWQLT
DTKQLVHSFTEGRDQGSAYANRTA
LFPDLLAQGNASLRLQRVRVADEG
SFTCEVSIRDEFGSAAVSLOVAAPY
SKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCS
SYRGYPEAEVEFWQDGQGVPLTGNV
TTSOQMANEQGLEFDVHSVLRVVLGA
NGTYSCLVRNPVLQODAHGSVTIT
GOPMTFPPEALWVIVGLSVCLIAL
LVALAFVCWRKIKQSCEEENAGAE
DODGEGEGSKTALQPLKHSDSKED
DGQETA

150

esta subrayada

B7-H3-ECD humano (fusién fc) Nota: la secuencia Fc

MLRRRGSPGMGVHVGAALGALWEC
LTGALEVQVPEDPVVALVGTDATL
CCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLTDT
KQLVHSFAEGQDQGSAYANRTALE
PDLLAQGNASLRLOQRVRVADEGSE
TCEFVSIRDEFGSAAVSLOQVAAPYSK
PSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSY
QGYPEAEVEFWQDGQGVPLTGNVTT
SOMANEQGLEFDVHSILRVVLGANG
TYSCLVRNPVLOODAHSSVTITPQ
RSPTGAVEVOQVPEDPVVALVGTDA
TLRCSFSPEPGFSLAQLNLIWQLT
DITKQLVHSFTEGRDQGSAYANRTA
LFPDLLAQGNASLRLOQRVRVADEG
SETCEVSIRDFGSAAVSLOVAAPY
SKPSMTLEPNKDLRPGDTVTITCS
SYRGYPEAEVFWQDGOGVPLTGNV
TTSQMANEQGLFDVHSVLRVVLGA
NGTYSCLVRNPVLOODAHGSVTIT
GOQPMTFAAADKTHTCPPCPAPEAE
GAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKARKGOPREPOQVYTLPPSR
EEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV

MHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID NO:

Descripcion

Secuencia de Aminoacidos

153

B7-H3-ECD de ratén (marcado con his)

MEFGLSWLFLVATILKGVQCVEVQOVY
SEDPVVALVDTDATLRCSESPEPG
FSLAQINLIWQLTDTKQLVHSFTE
GRDQGSAYSNRTALFPDLLVQGNA
SLRLORVRVTDEGSYTCFVSIQDE
DSAAVSLOVAAPY SKPSMTLEPNK
DLRPGNMVTITCSSYQGYPEAEVE
WKDGQGVPLTGNVTTSQMANERGL
FDVHSVLRVVLGANGTY SCLVRNP
VLQODAHGSVTITGQPLTFHHHHH
H

154

B7-H3-ECD de Cynomolgus (marcado con his)

MLHRRGSPGMGVHVGAALGALWEC
LTGALEVQVPEDPVVALVGTDATL
RCSFSPEPGESLAQLNLIWQLTDT
KOLVHSFTEGRDQGSAYANRTALFE
LDLLAQGNASLRLORVRVADEGSE
TCEVSIRDFGSAAVSLOVAAPYSK
PSMTLEPNKDLRPGDTVTITCSSY
RGYPEAEVEWQDGQGAPLTGNVTT
SOMANEQGLEDVHSVLRVVLGANG
TYSCLVRNPVLOQODAHGSITITPOQ
RSPTGAVEVQVPEDPVVALVGTDA
TLRCSF
SPEPGFSLAQLNLIWQLTDTKOLV
HSFTEGRDQGSAYANRTALFLDLL
AQGNASLRLQRVRVADEGSFTCEV
SIRDFGSAAVSLOVAAPYSKPSMT
LEPNKDLRPGDTVTITCSSYRGYP
EAEVEWQDGQGAPLTGNVITTSQOMA
NEQGLFDVHSVLRVVLGANGTYSC
LVRNPVLQODAHGSVTITGQPMTE
AAAHHHHHHHH

155

Secuencia de aminoéacidos de IGHV1-69*06

QVQLVQOSGAEVKRKPGSSVRKVSCKA
SGGTESSYAISWVRQAPGQGLEWM
GGIIPIFGTANYAQKEFQGRVTITA
DEKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AR

156

Secuencia de aminoacidos de IGHJ6*01

WGQGTTVTVSS

157

Secuencia de aminoéacidos de IGKV1-9*01

DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKLLI
YAASTLOSGVPSRESGSGSGTEET
LTISSLOQPEDFATYYCQQLNSYPP

158

Secuencia de aminoacidos de IGKJ2*01

FGQGTKLEIK

159

Region constante de Ig gamma-1

ASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQOSSGLY SLSSVVTVPE
SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTE
KT ISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEF
LYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH

EALHNHYTOKSLSLSPGK
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SEQ ID NO:

Descripcion

Secuencia de Aminoacidos

160

Mutante de la region constante de I|g gamma-1

ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTARA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPE
SSSLETQTY ICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFE
LYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMH
EALHNHYTQRSLSLSPGK

161

Region constante de Ig Kappa

RTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

162

Region constante de Ig Lambda

QPKAAPSVTLFPPSSEELOANKAT
LVCLISDFYPGAVITVAWKADSSPV
KAGVETTTPSKQOSNNKYAASSYLS
LTPEQWKSHRSYSCOVTHEGSTVE
KTVAPTECS

163

Secuencia de aminoacidos de IGKV6-21*01

EIVLTQSPDFQSVITPKERKVTITCR
ASQSIGSSLHWYQQKPDOSPKLLI
KYASQSFSGVPSRESGSGSGTDET
LTINSLEAEDAATYYCHQSSSLPX

164

Secuencia de aminoacidos de IGKV2-28*01

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
SSQSLLHSNGYNYLDWYLOKPGQS
POLLTIYLGSNRASGVPDRFESGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQA
LOTPP

165

Secuencia de aminoacidos de IGKJ4*01

FGGGTKVEIK

166

Secuencia de aminoé&cidos de IGHV-b*01(0-1)

OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
SGYSISSGYYWGWIRQPPGKGLEW
IGSTIYHSGSTYYNPSLKSRVTISY
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
AR

167

Secuencia de aminoacidos de IGKv1-39*01

DIOMTQOSPSSLSASVGDRVTITCR
ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLI
YAASSLOSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOPEDFATYYCQQSYSTFEP
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SEQ ID NO:

Descripcion

Secuencia de Aminoacidos

168

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de
huAb13v1 Nota: la secuencia mutante de la region
constante de Ilg gamma-1 esta subrayada.

EVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
TGYSITSGY SWHWIRQEFPGNGLEW
MGY THSSGSTNYNPSLKSRISISR
DISKNQFFLKLSSVTAADTAVYYC
AGYDDYFEYWGOGTTVTVSSASTK
GPSVEFPLAPS3SKSTSGGTAALGCL

VEDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHT

FPAVLOSSGLY SLSSVVIVPSSSL

GTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEP

KSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVE

LFPPRKPKDTLMISRTPEVTCVVVD

VSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAKT

KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW

LNGKEYRKCRKVSNKALPAPIEKTIS

KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTEN

QVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNG

QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK

LTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALH

NHYTOQKSLSLSPGK

169

Secuencia de aminoéacidos de la cadena ligera de
huAb13v1 Nota: la secuencia de la region
constante de Ig kappa esta subrayada.

DIOMTQOSPSSL3SASVGDRVTITCK
ASQONVGFNVAWYQQOKPGKSPKALI
YTSASYRYSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLOQPEDFAEYFCQQYNWYPF
TFGOGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREA
KVOWEVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYERKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

170

Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada de
huAb3v2.5 Nota: la secuencia mutante de la region
constante de I|g gamma-1 esta subrayada.

EVQLVQOSGAEVKKPGSSVRVSCKA
SGYTEFSSYWMHWVRQAPGQGLEWL
GLIHPESGSTNYNEMEFRNRATLTV
DRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AGGGRLYFDYWGQGTTVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC

LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH

TFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSS

LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE

PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSV

FLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVV

DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK

TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD

WLNGKEYKCKVSNEALPAPTEKT T

SKARGQPREPQVYTLPPSREEMTK

NOQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN

GQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLY S

KLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPGK

171

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de
huAb3v2.5 Nota: la secuencia de la regién
constante de Ig kappa esta subrayada.

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
SSQSLVHSNRDTYLRWYLQKPGQOS
POQLLIYRVSNRFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQS
THVPYTEFGGGTKVEIKRTVAAPSV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFE

YPREAKVOWKVDNALOSGNSQESV

TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE

KHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNR

GEC

106




ES 2 861499 T3

SEQ ID NO:

Descripcion

Secuencia de Aminoacidos

172

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de
huAb3v2.6 Nota: la secuencia mutante de la regién
constante de I|g gamma-1 esta subrayada.

EVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKA
SGYTEFSSYWMHWVRQAPGOQGLEWT
GLIHPESGSTNYNEMFKNRATLTV
DRSTSTAYM
ELSSLRSEDTAVYYCAGGGRLYFD
YWGOGTTVTVSSASTKGPSVFEPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYEFPEP
VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT
CPPCPAPEAAGGPSVELFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPTEKTISKAKCOPRE
POVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSEFLYSKLTVDKSRW
QAGNVESCSVMHEALHNHY TQKSL
SLSPGK

173

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de
huAb3v2.6 Nota: la secuencia de la region
constante de Ig kappa esta subrayada.

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
SSOSLVHSNQDTY LRWY LOKPGOS
POLLIYKVENRFSGVPDRFSGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQS
THVPYTFGGGTKVEIKRTVAAPSYV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFE

YPREAKVOWKVDNATLQSGNSQESV

TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE

KHEVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR

GEC

174

Secuencia de aminoacidos de IGHV1-69*06_IGHJ6

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKA
SGGTEFSSYATISWVRQAPGQGLEWM
GGITPIFGTANYAQRFQGRVTITA
DKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARXXXHKHXKXXWGQGTTVTVSS

175

Secuencia de aminoécidos de IGKV2-28*01_IGKJ4

DIVMTQSPLSLPVIPGEPASISCR
SSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQS
POLLIYLGSNRASGVPDRESGSGS
GTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCXXX
KOO KXXFGCGTKVETK

176

Secuencia de aminoacidos de IGHV4-b_IGHJ6

QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCAV
SGYSISSGYYWGWIRQPPGKGLEW
IGSIYHSGSTYYNPSLKSRVT ISV
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARXXAXKXXXWGQGTTVTVS S

177

Secuencia de aminoacidos de IGKV1-39 IGKJ2

DIOMTQOSPSSLSASVGDRVTITCR
ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLI
YARSSLOSGVPSRESGSGSGTDET
LTISSLQPEDFATYY CXHXXXXXX
XFGQGTKLEIK

178

Secuencia de aminoacidos de las variantes de
huAb3 VL1 Nota: X puede ser cualquier aminoacido
excepto: M, C,N,DoQ

DIVMTQSPLSLPVIPGEPASTISCR
SSQSLVHSXGDTYLRWYLQKPGQS
FPOLLIYKVSNRESGVPDRESGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQS
THVPYTFGGGTKVEIK
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SEQ ID NO:|Descripcion Secuencia de Aminoéacidos
179 Secuencia de aminoacidos de las variantes de DIVMTQSPLSLEVTPGEPASISCR
huAb3 VL1 Nota: X puede ser cualquier aminoacido|SSQSTLVHSNXDTYLRWY LQKPGQS
excepto: M, C, G, S,No P PQLLIYKVSNRFSGVPDRESGSGS
GTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQS
THVEYTFGGGTKVEITK
180 Secuencia de aminoéacidos de las variantes de EVOLVOSGAEVERPGSSVRVSCRA
huAb3 VH1b Nota: X puede ser cualquier SGYTFSSYWMHWVROAPGQGLEWT
aminoacido excepto: M, C, N, Do Q CLIHPXSGSTNYNEMFEKNRATLTV
DRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AGGGRLYFDYWGQGTTVTVSS
181 Secuencia de aminoacidos de las variantes de EVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKA
huAb3 VH1b Nota: X puede ser cualquier SGYTFSSYWMHWVRQAPGOGLEWT
aminoacido excepto: M, C, G, S, NoP CLITHPDYGSTNYNEMFKNRATLTV
DRSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AGGGRLYFDYWGQGTTVTVSS
182 secuencia de aminoéacidos de la CDR3 de la VL de |QQYNSYPFT
chAb13

Listado de secuencias

<110> ABBVIE INC. BRUNCKO, MILAN

<120> ANTICUERPOS ANTI-B7-H3 Y CONJUGADOS ANTICUERPO-FARMACO

<130>117813-12620

<140>
<141>

<150> US 62/347,476
<151> 2016-06-08

<150> US 62/366,511
<151> 2016-07-25

<160> 182

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211>120

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb2

<400> 1
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<210>2
<211>10
<212> PRT

Gln

Ser

Trp

Gly

Arg

Met

Ala

Gly

Vval

Val

Met

Met

50

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Thr
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

His

Ala

Ser

Tyr

100

val

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

ES 2 861499 T3

Gln

Cys

Lys

Asp

Leu

70

Leu

Ser

val

Pro

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Thr

Ser

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser
120

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Trp
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Phe

val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb2

<400> 2

<210> 3
<211> 17
<212> PRT

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met His
10

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb2

<400> 3

<210> 4
<211>11
<212> PRT

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

val

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Met Ile His Pro Asp Ser Gly Thr Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Arg

1

Ser

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb2

<400> 4

Tyr Tyr Gly Ser Thr Tyr Trp Tyr Phe Asp Val

1

5
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<210>5
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb2

<400> 5

<210> 6
<211>16
<212> PRT

Asp

Asp

Asn

Pro

Asp

Ser

Thr

val

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

vVal

Ala

Asn

35

Leu

Phe

val

Phe

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Tyr
20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Phe

ES 2 861499 T3

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro Leu

Arg Ser
25

Trp Tyr

40

Val Ser

Ser Gly

Leu Gly

Gly Ser
105

Ser
10

Ser

Arg

Asn

Thr

val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb2

<400> 6

<210>7
<211>7
<212> PRT

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Vval
30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Leu
15

His

Gln

Vval

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Ile

Ser

Pro

Ile

Ser

Lys

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ile Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAb2, chAb3, chAbl0, huAb3VL.1,
huAb3VL.1a, huAb3VL.1b, huAb3v2.1, huAb3v2.2, huAb3v2.3, huAb3v2.4, huAb3v2.5, huAb3v2.6, huAb3v2.7,

huAb3v2.8, y huAb3v2.9

<400> 7

<210>8
<211>9
<212> PRT

5

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1

5

110

10

15
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<213> Secuencia Artificial

ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb2

Ser Gln Ser Thr His Phe Pro Phe Thr

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb3

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Val
115

<220>

<400> 8

<210>9

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<400>9
Gln Val
1
Ser Val
Trp Met
Gly Leu

50

Lys Asn
65
Val Gln
Ala Gly
Leu Thr

<210> 10

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb3, huAb3VH.1, huAb3VH.la,
huAb3VH.1b, huAb3v2.1, huAb3v2.2, huAb3v2.3, huAb3v2.4, huAb3v2.5, huAb3v2.6, huAb3v2.7, huAb3v2.8, y

huAb3v2.9

<400> 10

<210> 11
<211> 17

Leu

Leu

20

Trp

His

Ala

Ser

Gly

100

Ser

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Arg

Ser

Gln

Cys

Lys

Asp

Leu

70

Leu

Leu

Pro

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Tyr

Gly

Ala

Arg

40

Gly

val

Ser

Phe

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Arg

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Trp

Vval

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gln

Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr Trp Met His

1

5

111

10

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Met

Ala

Phe

95

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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ES 2 861499 T3

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb3, huAb3VH.1, huAb3VH.la, y

huAb3VH.Ib

<400> 11

Leu Ile His Pro Asp Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Phe Lys
1 5 10 15

Asn
<210> 12
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb3, huAb3VH.1, huAb3VH.la,
huAb3VH.1b, huAb3v2.1, huAb3v2.2, huAb3v2.3, huAb3v2.4, huAb3v2.5, huAb3v2.6, huAb3v2.7, huAb3v2.8, y

huAb3v2.9
<400> 12
Gly Gly Arg Leu Tyr Phe Asp Tyr
1 5
<210> 13
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb3
<400> 13
Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Arg Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Thr Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95
Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 14
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

112
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ES 2 861499 T3

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb3, huAb3VL.1, huAb3VL.1la, y
huAb3VL.1b

<400> 14
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Arg
1 5 10 15
<210> 15
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb3, huAb3VL.1, huAb3VL.1a, huAb3VL.1b,
huAb3v2.1, huAb3v2.2, huAb3v2.3, huAb3v2.4, huAb3v2.5, huAb3v2.6, huAb3v2.7, huAb3v2.8, y huAb3v2.9

<400> 15
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Tyr Thr
1 5
<210> 16
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb4
<400> 16
Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Met Ile His Pro Asn Ser Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60
Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Arg Leu Gly Leu His Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110
Leu Thr Val Ser Ser
115
<210> 17
<211>10

113
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb4

<400> 17

<210> 18

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb4

<400> 18

Met Ile His Pro Asn Ser Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

1

Ser

<210> 19

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb4

<400> 19

<210> 20

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb4

<400> 20

Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Trp Met His

1

Arg Leu Gly Leu His Phe Asp Tyr

1

5

ES 2 861499 T3

5

5

114

10

10

15
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<210>21
<211>11
<212> PRT

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

val

Val

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

Gly

ES 2 861499 T3

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Gl

n Lys

Lys Ala

25

Pro Gly

40

Thr Gly

Thr Leu

Cy

Le

s Gln

u Glu
105

Phe

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

Ile

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Ser

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb4

<400> 21

<210> 22
<211>7
<212> PRT

Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Ala Val Ala

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAb4

<400> 22

<210> 23
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ser Ala Ser Asn Arg Tyr Thr

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb4

<400> 23

<210> 24
<211>121

Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Pro Tyr Thr

1

5

115

Thr

Val

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Pro

Gly

Leu

Phe

Met

Tyr

val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

80

Tyr
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ES 2 861499 T3

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb18
<400> 24
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Ala Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Thr Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Tyr Ile Asn Pro Asn Ser Arg Asn Thr Asp Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Asp Glu Thr Thr Leu Thr Ala Asp Arg Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Gln Leu Ile Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Tyr Ser Gly Ser Thr Pro Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly
100 105 110
Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 25
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAbl18, huAb18VH.1, huAbl18VH.1a, y

huAb18VH.1b

<400> 25
Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Thr Ile His
1 5 10
<210> 26
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAbl8, huAb18VH.1, y huAbI8VH.la
<400> 26
Tyr Ile Asn Pro Asn Ser Arg Asn Thr Asp Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15
Asp

116
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ES 2 861499 T3

<210> 27
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de chAb18, huAb18VH.1, huAb18VH.1a, y huAb18VH.1b VH CDR3
<400> 27
Tyr Ser Gly Ser Thr Pro Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10
<210> 28
<211> 106
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb18
<400> 28
Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 45
Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Val Ser
50 55 60
Val Ser Gly Thr Ser His Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu
65 70 75 80
Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr
85 90 95
Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105
<210> 29
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAbI8, huAbl8VL.1, huAbl8VL.1a,
huAb18VL.1b, huAb18VL.2, y huAb18VL.2a

<400> 29
Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn
1 5 10
<210> 30
<211>7
<212> PRT

117
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAbI8, huAbl18VL.1, huAbl8VL.1a,
huAb18VL.1b, huAb18VL.2, y huAbl18VL.2a

<400> 30

<210> 31
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAbl18, huAb18VL.1, huAbl8VL.1a,
huAb18VL.1b, huAb18VL.2, y huAb18VL.2a

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1

ES 2 861499 T3

5

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb13

Gln

Ser

Trp

Tyr

Arg

Leu

Tyr

Ser
115

<400> 31

<210> 32

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<400> 32
Asp Val
1
Ser Leu
Tyr Ser
Met Gly

50

Lys Ser
65
Leu Gln
Ala Gly
Thr Val

<210> 33

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

Leu

Leu

20

His

Ile

Ile

Asn

Asp

100

Ser

Gln

Thr

Trp

His

Ser

Ser

Asp

Glu

Cys

Ile

Ser

Ile

70

Val

Tyr

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Asn

Thr

Phe

Gly Pro

Val Thr

25

Gln Phe

40

Gly Ser

Arg Asp

Thr Glu

Glu Tyr
105

118

Asp

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

Trp

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

Thr

Gly

Val

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Lys

Ile

Lys

45

Asn

Asn

Thr

Gly

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Thr
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Thr

Gln

Gly

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Leu
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ES 2 861499 T3

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAbl3, huAbl13Vh.1, huAbl3Vh.1la,
huAb13Vh.1b, huAbl3vl, huAb13v2, huAbl3v3, huAbl3v4, huAbl3v5, huAbl3v6, huAbl3v7, huAbl3v8, y
huAb13v9

<400> 33
Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Gly Tyr Ser Trp His
1 5 10
<210> 34
<211>16
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAbl3, huAb13Vvh.1, huAbl3Vh.1a,
huAb13Vh.1b, huAbl3vl, huAbl3v2, huAbl3v3, huAbl3v4, huAbl3v5, huAbl3v6, huAbl3v7, huAbl3v8, y
huAb13v9

<400> 34
Tyr Ile His Ser Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
<210> 35
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAbl3, huAbl3Vh.1, huAbl3Vh.la,
huAb13Vh.1b, huAbl3vl, huAbl3v2, huAbl3v3, huAbl3v4, huAbl3v5, huAbl3v6, huAbl3v7, huAbl3v8, y
huAb13v9

<400> 35
Tyr Asp Asp Tyr Phe Glu Tyr
1 5

<210> 36

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAbl13

<400> 36

119
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ES 2 861499 T3

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Phe Asn
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Ala Leu Ile
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Val Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Phe
85 90 95

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 37

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAbI3, huAbl13VL.1, huAbl3VL.1a,
huAb13VL.1b, huAbl3vl, huAb13v2, huAbl3v3, huAbl3v4, huAbl3v5, huAbl3v6, huAbl3v7, huAbl3vs, y
huAb13v9

<400> 37
Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Phe Asn Val Ala
1 5 10
<210> 38
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAbl13, huAbl13VL.1, huAbl13VL.1la,
huAb13VL.1b, huAbl3vl, huAb13v2, huAbl3v3, huAbl3v4, huAbl3v5, huAbl3v6, huAbl3v7, huAbl3vs, y
huAb13v9

<400> 38
Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser
1 5

<210> 39

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de huAbl13VL.1, huAb13VL.1a, huAbl13VL.1b,
huAb13vl, huAb13v2, huAb13v3, huAb13v4, huAb13v5, huAb13v6, huAb13v7, huAb13v8 y huAb13v9

<400> 39
120
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ES 2 861499 T3

Gln Gln Tyr Asn Trp Tyr Pro Phe Thr
1 5

<210> 40

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb12

<400> 40

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu
35 40 45

Ala Thr Ile Ser Ser Gly Thr Asn Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr
65 70 75

Leu Gln Met Thr Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr
85 90

Ala Arg Gln Gly Arg Tyr Ser Trp Ile Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ala
115

<210>41

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb12

<400> 41
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser
1 5 10

<210> 42

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb12

<400> 42

121

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr
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ES 2 861499 T3

Thr Ile Ser Ser Gly Thr Asn Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 43

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb12
<400> 43

Gln Gly Arg Tyr Ser Trp Ile Ala Tyr
1 5

<210> 44

<211>110

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb12

<400> 44

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser
20 25 30

Asp Tyr Ser Tyr Met His Trp Asn Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His
65 70 75 80

Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg
85 90 95

Glu Leu Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 45

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb12

<400> 45

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser Asp Tyr Ser Tyr Met His
1 5 10 15
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ES 2 861499 T3

<210> 46
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAb12 y chAbl17
<400> 46
Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5
<210> 47
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb12
<400> 47
Gln His Ser Arg Glu Leu Leu Thr
1 5
<210> 48
<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb14
<400> 48
Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Thr Ile Ser Gly Gly Gly Thr Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Phe Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg His Tyr Gly Ser Gln Thr Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Ser Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 49

123
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<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb14 y chAb8

<400> 49

<210>50

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb14

<400> 50

Thr Ile Ser Gly Gly Gly Thr Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Glu

1

Gly

<210>51

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb14

<400> 51

<210> 52

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser

1

5

ES 2 861499 T3

5

10

10

His Tyr Gly Ser Gln Thr Met Asp Tyr

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb14

<400> 52

124

15
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<210> 53
<211>11
<212> PRT

Asp

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Thr

Thr

Asn

50

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Lys

Gly

Gly

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Ser

85

Gly

ES 2 861499 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Gln

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Ala

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Vval

Lys

His

Ile

Leu

Gly

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

Asn

Trp

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb14

<400> 53

<210> 54
<211>7
<212> PRT

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Ser

Ser

His

30

Leu

Phe

Leu

Ile

Arg Thr Ser Gly Asn Ile His Asn Tyr Leu Thr

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAb14

<400> 54

<210> 55
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Asn Ala Lys Thr Leu Ala Asp

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb14

<400> 55

<210> 56

Gln His Phe Trp Ser Ile Met Trp Thr

1

5

125

vVal

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Met
95

Gly

Tyr

Val

Gly

Pro

80

Trp
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<211>121
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb6

<400> 56

<210> 57
<211>10
<212> PRT

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gln

val

val

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Gln

Lys

Glu

35

Ile

Lys

Vval

Arg

Thr
115

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Ile

20

Trp

Leu

Ala

Ser

Gly
100

Ser

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Vval

ES 2 861499 T3

Gln

Cys

Lys

Gly

Phe

70

Leu

Gly

Thr

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Tyr

val

Gl

Al

y Ala

a Thr
25

Arg Pro

40

Gl

Al

Se

y Ser

a Asp

r Glu

Val Pro

Se
12

105

r Ser
0

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Leu

Tyr

His

Asn

Ser

75

Ser

Ala

Met

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb6

<400> 57

<210> 58
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Vval

Asp

Gly Tyr Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Ile Glu

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb6

<400> 58

Gly

10

Pro Gly
15

Ser Arg
30

Glu Trp

Glu Lys

Thr Ala

His Tyr

95

Tyr Trp
110

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
10

1

5

126

15
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<210> 59
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb6

<400> 59

<210> 60
<211> 107
<212> PRT

Arg Gly Tyr Gly Tyr Val Pro Tyr Ala Leu Asp Tyr

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb6

<400> 60

<210> 61
<211>11
<212> PRT

Glu Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Tyr Thr
50

Met Thr Gln

5

Thr Ile Ser

20

Tyr Gln Gln

Ser Arg Leu

5

Thr

Cys

Lys

Tyr
55

Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser

10

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser

25

Pro Asp Gly Thr Val Asn Leu

40

Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe

10

60

45

30

Leu Gly

15

Asn Ser

Leu Ile

Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln

65

70

75

80

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Tyr

85

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

100

105

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb6

<400> 61

<210> 62
<211>7
<212> PRT

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Ser Leu Asn

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

127

10

95
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ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAb6

Tyr Thr Ser Arg Leu Tyr Ser

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb6

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Tyr Thr

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb11

Lys

Arg

Ser

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Leu
115

<400> 62

<210> 63

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<400> 63

<210> 64

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<400> 64
Glu Vval
1
Ser Leu
Tyr Met
Gly Phe

50

Ser Val
65
Leu Tyr
Tyr Cys
Gly Thr

<210> 65

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Val

val

Ser

val

Asn

Arg

Met

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Ser

Val

Ser

Ala

Gln

Ala

55

Thr

Thr

Pro

Ser

Gly

Thr

Pro

40

Asn

Ile

Leu

Gly

Ala
120

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Ser

Arg

Asn
105

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

90

Pro

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Phe

Val

Thr

Ala

Thr

60

Asn

Asp

Ala

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb11

128

Gln

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Ser

Tyr

Pro

Thr

Glu

Tyr

Gln

Ala

Trp
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Ser

Thr

95

Gly

Gly

Tyr

Leu

Ala

Ile

Tyr

Gln
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<400> 65

<210> 66

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb11

<400> 66

Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Asp Tyr Thr Thr Glu Tyr Ser Ala Ser

1

Val Lys Gly

<210> 67

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb11

<400> 67

<210> 68

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gly Phe Thr Phe Thr Asn Tyr Tyr Met Ser

1

5

ES 2 861499 T3

5

10

10

Glu Ser Pro Gly Asn Pro Phe Ala Tyr

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAbl11

<400> 68

129

15
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<210> 69
<211> 17
<212> PRT

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Lys

Ile

Lys

Thr

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

val

val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ile

<213> Secuencia Artificial

<220>

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr
100

Thr

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

ES 2 861499 T3

Gln

Thr

Phe

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Vval

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAbl1l

<400> 69

<210>70
<211>7
<212> PRT

vVal

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Phe

Lys

Thr

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ala

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

Asn

Leu

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Thr Gln Lys Asn Phe Leu

1

Thr

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAbl1l

<400> 70

<210>71
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb11

<400> 71

130

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 72

<211>121
<212> PRT

ES 2 861499 T3

Gln Asn Asp Tyr Ile Tyr Pro Leu Thr
1 5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb16

<400> 72

<210> 73
<211> 10

<212> PRT

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asp Phe Ser Arg Tyr
20 25 30

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Asn Pro Asp Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Thr Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Asp Lys Phe Ile Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Ser Lys Val Arg Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Pro Gly Phe Gly Asn Tyr Ile Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAbl6

<400> 73

<210> 74
<211> 17

<212> PRT

Gly Phe Asp Phe Ser Arg Tyr Trp Met Ser
1 5 10

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAbl6

<400> 74

131



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 861499 T3

Glu Ile Asn Pro Asp Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Thr Pro Ser Leu Lys

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAbl6

Pro Gly Phe Gly Asn Tyr Ile Tyr Ala Met Asp Tyr

1

5

secuencia de aminoacidos de VL de chAbl16

Ile

Arg

Asn

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Gln

val

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Gly

1
Asp
<210> 75
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<400> 75
<210> 76
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética:
<400> 76
Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65
Glu
Thr
<210> 77
<211>11
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb16

<400> 77

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Asn

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Tyr

Phe

Lys

Thr

Arg

Pro

40

Leu

Ser

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

132

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

val

Ser

60

Ser

Asn

10

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

15

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Phe

Ile

Gly

Gln

Pro
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<210> 78
<211>7
<212> PRT

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Phe Leu Asn

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 861499 T3

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAb16

<400> 78

<210>79
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Tyr Thr Ser Arg Leu Tyr Leu

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb16

<400> 79

<210> 80
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Pro Thr

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb10

<400> 80

Asp

1

Ser

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Asp

Val

Leu

Ala

Gly

50

Ser

Gln

Arg

Tyr

Gln

Ser

Trp

His

Arg

Leu

Arg

Trp
115

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Ile

Tyr

Ser

100

Gly

Gln

Thr

Trp

Asn

Ser

Ser

85

Leu

Gln

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

Val

Phe

Gly

Ser Gly Pro

Thr Vval Thr
25

Arg Gln Phe
40

Ser Gly Ile
55

Thr Arg Asp

Thr Thr Glu

Tyr Tyr Tyr
105

Thr Ser Val
120

133

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Gly

Thr

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Val

Vval

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Ile

Arg

45

Asn

Asn

Thr

Leu

Ser
125

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Tyr
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Phe

95

Ala

Gln

Asp

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Met
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<210>81

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb10

<400> 81

Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Tyr Ala Trp Asn

1

<210> 82

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb10

<400> 82

Hig Ile Asn Tyr Ser Gly Ile Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1

<210> 83

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb10

<400> 83

Arg Ser Leu Phe Tyr Tyr Tyr Gly Ser Ser Leu Tyr Ala Met Asp Tyr

1

<210> 84

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb10

<400> 84

134

15

15
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<210> 85
<211>16
<212> PRT

Asp

Asp

Asn

Pro

Asp

Ser

Thr

Val

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

vVal

Ala

Asn
35

Leu

Phe

Val

val

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Ser
20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

ES 2 861499 T3

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp
40

Val

Ser

Leu

Gly

Phe

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb10

<400> 85

<210> 86
<211>9
<212> PRT

Val

Leu

Pro
45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Val
30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Leu
15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Ser

Lys

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb10

<400> 86

<210> 87
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb7

<400> 87

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr

1

5

135

15
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ES 2 861499 T3

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Glu Asn Leu Val Lys Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Arg Gly Tyr
20

25

30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Leu

35

Ile

Arg

Met

Arg

val
115

Ser

Phe

Ser

Gly

100

Thr

Thr

Thr

Ser

85

Gly

val

Gly

Ile

70

Leu

Asn

Ser

Gly

55

Ser

Lys

Tyr

Ala

40

Asn Tyr Thr

Arg Asp Asn

Ser Glu Asp

90

Ala Gly Phe
105

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

45

Tyr Pro Asp Ser

60

Asn Asn Thr Leu

Ala Met Tyr Tyr

95

Tyr Trp Gly Gln

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb7

Gly Phe Ser Phe Arg Gly Tyr Gly Met Ser

1

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb7

110

val

Tyr

80

Cys

Gly

Ala Ile Ser Thr Gly Gly Asn Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Gln

Ala
Gln
65
Leu
Ala
Thr
<210> 88
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<400> 88
<210> 89
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<400> 89
1
Gly
<210>90
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb7

136

15
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ES 2 861499 T3

Arg Gly Gly Asn Tyr Ala Gly Phe Ala Tyr

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb7

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

Gly

Ser
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro Ala

Arg Pro
25

Gln Gly

40

Asp Gly

Ser Leu

Cys Gln

Leu Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Vval

Lys

His

90

Ile

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Asn

Trp

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb7

10

Val

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Arg Pro Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala

1

<400> 90

<210>91

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<400> 91
Asp Ile
1
Glu Thr
Leu Ala
Tyr Ala

50

Ser Gly
65
Glu Asp
Thr Phe

<210>92

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<400> 92

<210> 93

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAb7 y chAb8

<400> 93

Ala Ala Thr Asn Leu Ala Asp

1

5

137

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Val

Gly

Ser

80

Phe
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ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb7

5

secuencia de aminoacidos de VH de chAb8

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Lys

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gln

Thr
115

<210> 94
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<400> 94
<210> 95
<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintética:
<400> 95
Glu
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu
Thr
Gln
<210> 96
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Ser

Arg

100

Ser

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

val

Gly

Ala

Thr

40

Asn

Arg

Ser

Tyr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

His

105

Ser

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Val

Thr

Arg

Cys

60

Lys

Ala

Met

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb8

<400> 96

138

Gln His Phe Trp Gly Thr Pro Phe Thr
1

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Leu

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Asn

Tyr

Phe
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Gly

Tyr

Vval

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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ES 2 861499 T3

Thr Ile Ser Gly Gly Gly Asn Tyr Thr Tyr Cys Pro Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly
<210> 97
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb8
<400> 97
Gln Arg Gly Tyr Asp Tyr His Tyr Ala Met Asp Phe
1 5 10
<210> 98
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb8
<400> 98
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Val Ser Val
1 5 10 15
Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser
20 25 30
Leu Ala Trp His Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu
35 40 45
Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
50 55 60
Asn Gly Ser Asp Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Gln
65 70 75
Glu Asp Phe Gly Ser Tyr Phe Cys Gln Asn Phe Trp Gly Thr Ser
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210>99
<211>11
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb8

<400> 99

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala

1

5

139

10

Gly

Asn

vVal

Gly

Ser

Trp
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ES 2 861499 T3

<210> 100

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb8

<400> 100

Gln Asn Phe Trp Gly Thr Ser Trp Thr
1 5

<210> 101
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb17

<400> 101
Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ile Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ser Ile Val Ser Ser Asn Ile Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Met Lys
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn Ile Leu Tyr Leu
65 70 75 80

Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Ser Gly Thr Arg Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr val Ser Ala
115

<210> 102

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb17

<400> 102

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ile Met Ser
1 5 10

<210> 103
<211> 16

140
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ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb17

Ser Ile Val Ser Ser Asn Ile Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Met Lys Gly

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb17

Ser Gly Thr Arg Ala Trp Phe Ala Tyr

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb17

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<400> 103
1
<210> 104
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<400> 104
<210> 105
<211>111
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<400> 105
Asp Ile
1
Gln Arg
Ala Tyr
Lys Leu
50
Arg Phe
65
Pro Val
Glu Leu
<210> 106
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Glu

Tyr
100

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Ser

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly

Pro Ala

Arg Ala
25

Tyr Gln

40

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

Gly Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb17

141

vVal

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Ile
110

15

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Ala

His

Arg
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<400> 106

<210> 107
<211>9
<212> PRT

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser Ala Tyr Ser Tyr Met His

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

5

ES 2 861499 T3

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb17

<400> 107

<210> 108
<211>118
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de chAb5

<400> 108

<210> 109
<211>10
<212> PRT

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Val

Met

Met

50

Ser

Gln

Arg

val

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln His Ser Arg Glu Leu Pro Tyr Thr

1

Leu

Leu

20

Trp

His

Ala

Ser

Tyr

100

Val

Gln

Ser

Val

Pro

Ala

Ser

85

Trp

Ser

Gln

Cys

Lys

Asn

Leu

70

Leu

Lys

Ser

Pro

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Trp

5

Gly Asp

Thr Ser
25

Arg Pro

40

Gly Thr

Val Asp

Ser Glu

Tyr Phe
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asp

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VH de chAb5

<400> 109

142

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr
110

15

Gly
15

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Asp

Ile

Phe

Cys

80

Cys

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 861499 T3

Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Asp Trp Met His
10

1

5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de chAb5

Met Ile His Pro Asn Ser Gly Thr Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys

5

10

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VH de chAb5

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de chAb5

Vval

Ile

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

<210> 110
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<400> 110
1
Ser
<210> 111
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<400> 111
<210> 112
<211> 106
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<400> 112
Gln Ile
1
Glu Glu
His Trp
Ser Thr
50
Gly Ser
65
Asp Ser
Phe Gly

Gly

Ser Tyr Trp Lys Trp Tyr

1

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Asp

Gly
100

Thr

Leu

Gln

Leu

Phe

Tyr

85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Ser

Ser

55

Ser

Cys

Leu

5

Pro Ala

Ser Ala
25

Gly Thr
40

Gly Val

Leu Thr

His Gln

Glu Ile
105

143

Phe Asp Val

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Met

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Thr

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Val

Leu

45

Phe

vVal

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Glu

Met

15

Leu

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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ES 2 861499 T3

<210> 113

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de chAb5

<400> 113

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His
1 5 10

<210> 114

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL de chAb5

<400> 114

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 115

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb5

<400> 115

His Gln Trp Thr Ser Tyr Met Tyr Thr
1 5

<210> 116
<211> 121
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb18VH.1, huAb18v1, y huAb18v5

<400> 116

144
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<210> 117
<211>121
<212> PRT

Glu

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gln

Val

Vval

Ile

Tyr

50

Asp

Glu

Arg

Gly

Gln

Lys

His
35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Thr
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb18VH.1a, huAb18v3, huAb18vS8,

<400> 117

Glu Val Gln

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gln

Val

Ile

Tyr

50

Asp

Glu

Arg

Gly

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Thr
115

Leu

val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Ser

100

Thr

Leu

Val

20

Trp

Asn

Thr

Ser

Ser

100

Thr

ES 2 861499 T3

Val Gln

Ser Cys

Val Arg

Pro Asn

Thr Ile
70

Ser Leu
85

Gly Ser

Val Thr

Val Gln
5

Ser Cys

Val Arg

Pro Asn

Thr Leu

70

Ser Leu
85

Gly Ser

Val Thr

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Thr

Val

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Thr

val

Gly

Ala

Ala
40

Arg

Ala

Ser

Pro

Ser
120

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Ala

Ser

Pro

Ser
120

Ala

Ser
25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

145

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Trp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Arg

Asp

Trp

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Tyr

vVal

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Phe

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Phe

Lys

Phe

Leu
45

Asn

Ser

Val

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Asp

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

val
110

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Val
110

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

y huAb18v9

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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ES 2 861499 T3

<210> 118
<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAbl18VH.1b, huAbl8v2, huAbl18v4, huAbl8v6,

huAb18v7, y huAb18v10
<400> 118

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Thr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Asn Ser Arg Asn Thr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Tyr Ser Gly Ser Thr Pro Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 119

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de huAb18VH.1b

<400> 119
Tyr Ile Asn Pro Asn Ser Arg Asn Thr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15
Gly

<210> 120

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb18VL.1, huAb18vl, y huAb18v2

<400> 120

146
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<210> 121
<211> 106
<212> PRT

Asp

Asp

Asn

Ala

Gly

65

Asp

Phe

Ile Gln Leu

Arg Val Thr

20

Trp Tyr Gln
35

Thr Ser Asn

50

Ser Gly Thr

Phe Ala Thr

Gly Gln Gly

100

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr

Ile

Gln

Leu

Glu

Tyr

85

Thr

ES 2 861499 T3

Gln

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Ala

25

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
105

Phe

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Val

Leu

45

Phe

Leu

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Gln

Pro

val

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb18VL.1a, huAb18v3, y huAb18v4

<400> 121

<210> 122
<211> 106
<212> PRT

Asp Ile

Asp Arg

Asn Trp

Ala Thr

50

Val Ser

65

Asp Phe

Phe Gly

Gln Leu

Val Thr
20

Tyr Gln

35

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

Gln Gly

100

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr

Ile

Gln

Leu

Glu

Tyr
85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

His

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser
55

Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Ala

25

Lys

val

Thr

Gln

Ile

105

147

Phe

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

Lys

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser
75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg
60

Ser

Ser

Ala

Val

Pro

45

Phe

Leu

Asn

Ser

Ser

Trp

Ser

Gln

Pro

Val Gly
15

Tyr Met

Ile Tyr

Val Ser

Pro Glu

80

Leu Thr
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ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb18VL.1b, huAb18v8, y huAb18v10

<400> 122

Asp Ile Gln Leu

Asp Arg Val Thr
20

Asn Trp Tyr Gln
35

Ala Thr Ser Asn
50

Gly Ser Gly Thr
65

Asp Phe Ala Thr

Phe Gly Gln Gly
100

<210> 123
<211> 106
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr

Ile

Gln

Leu

Glu

Tyr

85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

His

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Ala

25

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
105

Phe

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Val

Pro

45

Phe

Leu

Asn

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Gln

Pro

Vval

15

Tyr

Ile

vVal

Pro

Leu
95

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb18VL.2, huAb18v5, y huAb18v6

<400> 123

Glu Ile Val Leu

Glu Lys Val Thr
20

Asn Trp Tyr Gln
35

Ala Thr Ser Asn
50

Gly Ser Gly Thr
65

Asp Ala Ala Thr

Phe Gly Gln Gly
100

<210> 124

Thr

Ile

Gln

Leu

Asp

Tyr

85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

Pro

Arg

Asp

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Asp

Ala

25

Gln

Val

Thr

Gln

Ile
105

148

Phe

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Gln

Ser

Pro

Ser

Asn

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Val

vVal

Leu

45

Phe

Leu

Asn

Thr

Ser

30

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Lys

Met

Lys

Ser

Glu

80

Thr
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<211> 106
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb18VL.2a, huAb18v7, y huAb18v9

<400> 124

<210> 125
<211> 117
<212> PRT

Glu

Glu

Asn

Ala

Val

65

Asp

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

val

vVal

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Leu Thr
5

Thr Ile

20

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr
85

ES 2 861499 T3

Gln Ser

Thr Cys

Lys Pro

Ala Ser
55

His Thr
70

Tyr Cys

Pro Asp

Arg Ala
25

Asp Gln

40

Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

Phe

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Gln Ser

Ser Ser

Pro Lys

Ser Arg

60

Asn Ser

75

Trp Ser Ser

90

Val

Val

Pro

45

Phe

Leu

Asn

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

100

105

Thr

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Val

Ala

Leu

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb3VH.1, huAb3vl, y huAb3v4

<400> 125

149

Lys

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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Glu Val Gln

Ser Val Lys

Trp Met His

35

Gly Leu Ile

50

Lys Asn Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Val Thr Vval

20

Leu

Val

Trp

His

val

Ser

Gly

100

115

<210> 126
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

ES 2 861499 T3

70

Ser

Gln

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

Leu

Tyr

Ser Gl

Lys Al

Gln Al

40

Ser Gl
55

Thr Al

Arg Se

Phe

y Ala

a Ser

25

a Pro

y Ser

a Asp

r Glu

Asp

105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Tyr

vVal

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

110

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb3VH.1a, huAb3v3, y huAb3v6

<400> 126

Glu Val Gln

Ser vVal Lys

Trp Met His
35

Gly Leu Ile
50

Lys Asn Arg
65

Val Glu Leu

Ala Gly Gly

Val Thr val
115

Leu

val
20

Trp

His

Ala

Ser

Gly

100

Ser

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Gln

Cys

Arg

Asp

Leu

70

Leu

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Val

Ser

Phe

Ala

Ser
25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

150

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Arg

Asp

Tyr

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Pro

Ser
30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Met

Ala

Phe

95

Thr

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Met Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Thr Thr

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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<210> 127
<211>117
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb3VH.1b, huAb3v2, y huAb3v5s

<400> 127

<210> 128
<211> 112
<212> PRT

Glu

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Val

Val

Met

Leu

50

Asn

Glu

Gly

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb3VL.1, huAb3vl, y huAb3v2

<400> 128

Leu

Val

20

Trp

His

Ala

Ser

Gly
100

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Gln

Cys

Arg

Asp

Leu

70

Leu

Leu

Val Thr Val Ser Ser

Ser Gly Ala

Lys Ala Ser
25

Gln Ala Pro
40

Ser Gly Ser
55

Thr Val Asp

Arg Ser Glu

Tyr Phe Asp
105

115

151

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Arg

Asp

90

Tyr

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Met

Ala

Tyr

95

Thr

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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Asp Ile Val

Glu Pro Ala

Asn Gly Asp
35

Pro Gln Leu
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Val

<210> 129
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

ES 2 861499 T3

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Arg

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Vval

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb3VL.1ay huAb3v3

<400> 129

Asp Val Vval

Glu Pro Ala

Asn Gly Asp

35

Pro Gln Leu
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Val

<210> 130
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Arg

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

152

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Vval

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Thr

Vval

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln
95

Ile

Pro
15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys
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<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb3VL.1b, huAb3v4, huAb3v5, y huAb3ve
<400> 130
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu Arg Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95
Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 131
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb3v2.1, huAb3v2.2, y huAb3v2.3
<400> 131
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Leu Ile His Pro Trp Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Phe
50 55 60
Lys Asn Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Arg Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Gly Gly Gly Arg Leu Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser

115

ES 2 861499 T3

153
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ES 2 861499 T3

<210> 132
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de huAb3v2.1, huAb3v2.2, y huAb3v2.3
<400> 132
Leu Ile His Pro Trp Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Phe Lys
1 5 10 15
Asn
<210> 133
<211>112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb3v2.1, huAb3v2.4, y huAb3v2.7
<400> 133
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30
Ser Gly Asp Thr Tyr Leu Arg Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95
Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 134
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de huAb3v2.1, huAb3v2.4, y huAb3v2.7

<400> 134

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Ser Gly Asp Thr Tyr Leu Arg
1 5 10 15

<210> 135
154
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<211>112
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb3v2.2, huAb3v2.5, y huAb3v2.8

<400> 135

<210> 136
<211>16
<212> PRT

Asp Ile

1

Glu Pro

Asn Arg

Pro Gln

50

Asp Arg

Ser Arg

Thr His

Val

Ala

Asp

Leu

Phe

Val

val

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de huAb3v2.2, huAb3v2.5, y huAb3v2.8

<400> 136

<210> 137
<211> 112
<212> PRT

Met Thr

Ser Ile
20

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala

85

Pro Tyr
100

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Arg

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

val

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Pro Gly
15

His Ser

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile
80

Gln Ser
95

Ile Lys

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Arg Asp Thr Tyr Leu Arg

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

15

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb3v2.3, huAb3v2.6, y huAb3v2.9

<400> 137

155
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<210> 138
<211>16
<212> PRT

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp
65

Ser

Thr

Ile

Pro

Gln

Gln

50

Arg

Arg

His

vVal

Ala

Asp

35

Leu

Phe

val

val

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL de huAb3v2.3, huAb3v2.6, y huAb3v2.9

<400> 138

<210> 139
<211> 117
<212> PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Tyr

ES 2 861499 T3

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Glu

Thr

Ser

Cys

Arg

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser Leu
10

Ser Gln

Leu Gln

Asn Arg

Thr Asp

75

Val Tyr
90

Gly Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Pro

15

His

Gln

vVal

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80

Ser

Lys

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gln Asp Thr Tyr Leu Arg

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

10

15

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb3v2.4, huAb3v2.5, y huAb3v2.6

<400> 139

156
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ES 2 861499 T3

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Leu Ile His Pro Glu Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Phe

Lys Asn Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Arg Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Gly Gly Gly Arg Leu Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110

vVal Thr val Ser Ser

115
<210> 140
<211> 17
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de huAb3v2.4, huAb3v2.5, y huAb3v2
<400> 140
Leu Ile His Pro Glu Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Phe Lys
1 5 10 15
Asn
<210> 141
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb3v2.7, huAb3v2.8, y huAb3v2.9

<400> 141

157
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ES 2 861499 T3

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Leu Ile His Pro Ile Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Phe
50 55 60

Lys Asn Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Arg Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Gly Gly Gly Arg Leu Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110

Val Thr val Ser Ser
115

<210> 142
<211> 17

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VH de huAb3v2.7, huAb3v2.8, y huAb3v2.9

<400> 142

Leu Ile His Pro Ile Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Phe Lys
1 5 10 15

Asn

<210> 143
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb13VL.1, huAb13v2, huAb13v5, y huAbl3v7

<400> 143

158
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<210> 144
<211> 107
<212> PRT

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

Glu

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAb13VL.1a, huAbl13vl, huAb13v3, y huAb13v8

<400> 144

<210> 145
<211> 107
<212> PRT

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr
85

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Glu

Gly

ES 2 861499 T3

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

100

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

159

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

105

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Trp

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Trp

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Gly

30

Ala

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Phe

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Phe

Leu

Ser

Gln

Pro

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Phe
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ES 2 861499 T3

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VL de huAB13VL.1b, huAb13v4, huAb13v6, y huAb13v9
<400> 145

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Phe Asn
20 25 30
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Asn Trp Tyr Pro Phe
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 146
<211> 116
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb13VH.1, huAb13v2, huAb13v3, y huAb13v4

<400> 146

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Gly
20 25 30

Tyr Ser Trp His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Ile Gly Tyr Ile His Ser Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu

Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75 80

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Tyr Asp Asp Tyr Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser
115

160



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb13VH.1a, huAb13v1, huAbl13v5, y huAb13v6

val

Leu

Ser

Gly

50

Ser

Lys

Gly

Vval

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Tyr

Ser
115

<210> 147

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<400> 147
Glu
1
Thr
Tyr
Met
Lys
65
Leu
Ala
Thr

<210> 148

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de VH de huAb13VH.1b, huAb13v7, huAb13v8, y huAb13v9

<400> 148

Leu

Leu

20

His

Ile

Ile

Ser

Asp

100

Ser

Gln

Thr

Trp

His

Ser

Ser

85

Asp

ES 2 861499 T3

Glu

Cys

Ile

Ser

Ile

70

Val

Tyr

Ser

Ala

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Phe

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Glu

Pro

Thr

25

Phe

Ser

Asp

Ala

Tyr
105

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Val

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

val

Gly

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Thr
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Thr

Glu

Gly

Trp

Leu

Phe

Cys

Vval

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Gly

20

25

30

Tyr Ser Trp His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Asn Gly Leu Glu Trp

35

40

161

45
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Met

Lys
65

Leu

Ala

Thr

<210> 149
<211>534
<212> PRT

Gly

50

Ser

Lys

Arg

Val

<213> Homo sapiens

<220>

Tyr Ile

Arg Ile

Leu Ser

Tyr Asp

100

Ser Ser
115

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(534)

His

Thr

Ser

85

Asp

ES 2 861499 T3

Ser

Ile

70

Val

Tyr

Ser

55

Ser

Thr

Phe

Gly

Ser

Arg Asp

Ala

Glu

Ala

Tyr
105

<223> Secuencia de aminoacidos de la B7-H3 (humana)

<400> 149

Met

Ala

Val

Cys

Leu

65

Glu

Pro

Leu

Leu

Pro

Cys

50

Ile

Gly

Asp

Arg Arg

Gly Ala
20

Glu Asp

35

Ser Phe

Trp Gln

Gln Asp

Leu Leu
100

Arg

Leu

Pro

Ser

Leu

Gln

85

Ala

Gly

Trp

Val

Pro

Thr

70

Gly

Gln

Ser

Phe

Val

Glu

55

Asp

Ser

Gly

Pro

Cys

Ala

40

Pro

Thr

Ala

Asn

Gly

Leu

25

Leu

Gly

Lys

Tyr

Ala
105

162

Thr Asn Tyr Asn Pro

60

Thr Ser Lys Asn Gln

75

Asp Thr Ala Val Tyr

90

Trp Gly Gln Gly Thr

Met

10

Thr

Val

Phe

Gln

Ala

90

Ser

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

75

Asn

Leu

Val

Ala

Thr

Leu

60

Val

Arg

Arg

His

Leu

Asp

45

Ala

His

Thr

Leu

110

Val

Glu

30

Ala

Gln

Ser

Ala

Gln
110

Ser

Phe

Tyr

95

Thr

Gly

15

Val

Thr

Leu

Phe

Leu

95

Arg

Leu

Ser

80

Cys

Val

Ala

Gln

Leu

Asn

Ala

80

Phe

val
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Arg

Phe

Pro

145

val

Phe

Ser

Arg

Pro

225

Arg

Val

Glu

Asp

Ser

305

Gly

Ser

Ser

Val

Gly

130

Ser

Thr

Trp

Gln

vVal

210

Val

Ser

Ala

Pro

Thr

290

Ala

Asn

Phe

Leu

Ala

115

Ser

Met

Ile

Gln

Met

195

val

Leu

Pro

Leu

Gly

275

Lys

Tyr

Ala

Thr

Gln
355

Asp

Ala

Thr

Thr

Asp

180

Ala

Leu

Gln

Thr

Val

260

Phe

Gln

Ala

Ser

Cys

340

val

Glu

Ala

Leu

Cys

165

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

245

Gly

Ser

Leu

Asn

Leu

325

Phe

Ala

ES 2 861499 T3

Gly

Val

Glu

150

Ser

Gln

Glu

Ala

Asp

230

Ala

Thr

Leu

Val

Arg

310

Arg

val

Ala

Ser

Ser

135

Pro

Ser

Gly

Gln

Asn

215

Ala

Val

Asp

Ala

His

295

Thr

Leu

Ser

Pro

Phe

120

Leu

Asn

Tyr

val

Gly

200

Gly

His

Glu

Ala

Gln

280

Ser

Ala

Gln

Ile

Tyr
360

Thr

Gln

Lys

Gln

Pro

185

Leu

Thr

Ser

Val

Thr

265

Leu

Phe

Leu

Arg

Arg

345

Ser

163

Cys

val

Asp

Gly

170

Leu

Phe

Tyr

Ser

Gln

250

Leu

Asn

Thr

Phe

val

330

Asp

Lys

Phe

Ala

Leu

155

Tyr

Thr

Asp

Ser

Val

235

Val

Arg

Leu

Glu

Pro

315

Arg

Phe

Pro

Val

Ala

140

Arg

Pro

Gly

Val

Cys

220

Thr

Pro

Cys

Ile

Gly

300

Asp

Val

Gly

Ser

Ser

125

Pro

Pro

Glu

Asn

His

205

Leu

Ile

Glu

Ser

Trp

285

Arg

Leu

Ala

Ser

Met
365

Ile

Tyr

Gly

Ala

Val

190

Ser

val

Thr

Asp

Phe

270

Gln

Asp

Leu

Asp

Ala

350

Thr

Arg

Ser

Asp

Glu

175

Thr

Ile

Arg

Pro

Pro

255

Ser

Leu

Gln

Ala

Glu

335

Ala

Leu

Asp

Lys

Thr

160

val

Thr

Leu

Asn

Gln

240

Val

Pro

Thr

Gly

Gln

320

Gly

val

Glu
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<210> 150
<211> 692
<212> PRT

Pro

Ser

385

Gly

Gln

Asn

Ala

Glu

465

Leu

Glu

Ser

Asp

Asn

370

Tyr

Vval

Gly

Gly

His

450

Ala

Val

Glu

Lys

Gly
530

<213> Homo sapiens

<220>

Lys

Arg

Pro

Leu

Thr

435

Gly

Leu

Ala

Glu

Thr

515

Gln

<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(692)
<223> B7-H3-ECD humana (fusion a fc)

<400> 150

Asp

Gly

Leu

Phe

420

Tyr

Ser

Trp

Leu

Asn

500

Ala

Glu

Leu

Tyr

Thr

405

Asp

Ser

Val

Val

Ala

485

Ala

Leu

Ile

ES 2 861499 T3

Arg

Pro

390

Gly

vVal

Cys

Thr

Thr

470

Phe

Gly

Gln

Ala

Pro

375

Glu

Asn

His

Leu

Ile

455

val

Val

Ala

Pro

Gly Asp

Ala Glu

Val Thr

Ser Vval
425

Val Arg
440

Thr Gly

Gly Leu

Cys Trp

Glu Asp

505

Leu Lys
520

Thr

val

Thr

410

Leu

Asn

Gln

Ser

Arg

490

Gln

His

Val

Phe

395

Ser

Arg

Pro

Pro

Val

475

Lys

Asp

Ser

Thr

380

Trp

Gln

Val

Val

Met

460

Cys

Ile

Gly

Asp

Ile

Gln

Met

Val

Leu

445

Thr

Leu

Lys

Glu

Ser
525

Thr

Asp

Ala

Leu

430

Gln

Phe

Ile

Gln

Gly

510

Lys

Cys

Gly

Asn

415

Gly

Gln

Pro

Ala

Ser

495

Glu

Glu

Ser

Gln

400

Glu

Ala

Asp

Pro

Leu

480

Cys

Gly

Asp

Met Leu Arg Arg Arg Gly Ser Pro Gly Met Gly Val His Val Gly Ala

1

5

10

15

Ala Leu Gly Ala Leu Trp Phe Cys Leu Thr Gly Ala Leu Glu Val Gln

164
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Val

Cys

Leu

65

Glu

Pro

Arg

Phe

Pro

145

Val

Phe

Ser

Arg

Pro

225

Arg

Val

Pro

Cys

50

Ile

Gly

Asp

Val

Gly

130

Ser

Thr

Trp

Gln

val

210

Val

Ser

Ala

Glu
35

Ser

Trp

Gln

Leu

Ala

115

Ser

Met

Ile

Gln

Met

195

Val

Leu

Pro

Leu

20

Asp

Phe

Gln

Asp

Leu

100

Asp

Ala

Thr

Thr

Asp

180

Ala

Leu

Gln

Thr

Val
260

Pro

Ser

Leu

Gln

85

Ala

Glu

Ala

Leu

Cys

165

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

245

Gly

ES 2 861499 T3

Val

Pro

Thr

70

Gly

Gln

Gly

Val

Glu

150

Ser

Gln

Glu

Ala

Asp

230

Ala

Thr

Val

Glu

55

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

135

Pro

Ser

Gly

Gln

Asn

215

Ala

Val

Asp

Ala

40

Pro

Thr

Ala

Asn

Phe

120

Leu

Asn

Tyr

val

Gly

200

Gly

His

Glu

Ala

25

Leu

Gly

Lys

Tyr

Ala

105

Thr

Gln

Lys

Gln

Pro

185

Leu

Thr

Ser

Val

Thr
265

165

Val

Phe

Gln

Ala

90

Ser

Cys

Val

Asp

Gly

170

Leu

Phe

Tyr

Ser

Gln

250

Leu

Gly

Ser

Leu

75

Asn

Leu

Phe

Ala

Leu

155

Tyr

Thr

Asp

Ser

Val

235

val

Arg

Thr

Leu

60

Val

Arg

Arg

Vval

Ala

140

Arg

Pro

Gly

Val

Cys

220

Thr

Pro

Cys

Asp

45

Ala

His

Thr

Leu

Ser

125

Pro

Pro

Glu

Asn

His

205

Leu

Ile

Glu

Ser

30

Ala

Gln

Ser

Ala

Gln

110

Ile

Tyr

Gly

Ala

val

190

Ser

val

Thr

Asp

Phe
270

Thr

Leu

Phe

Leu

95

Arg

Arg

Ser

Asp

Glu

175

Thr

Ile

Arg

Pro

Pro

255

Ser

Leu

Asn

Ala

80

Phe

Val

Asp

Lys

Thr

160

Val

Thr

Leu

Asn

Gln

240

Val

Pro
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Glu

Asp

Ser

305

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

385

Gly

Gln

Asn

Ala

Ala

465

Gly

Met

His

Pro

Thr

290

Ala

Asn

Phe

Leu

Asn

370

Tyr

val

Gly

Gly

His

450

Asp

Ala

Ile

Glu

Gly

275

Lys

Tyr

Ala

Thr

Gln

355

Lys

Arg

Pro

Leu

Thr

435

Gly

Lys

Pro

Ser

Asp
515

Phe

Gln

Ala

Ser

Cys

340

Val

Asp

Gly

Leu

Phe

420

Tyr

Ser

Thr

Ser

Arg

500

Pro

Ser

Leu

Asn

Leu

325

Phe

Ala

Leu

Tyr

Thr

405

Asp

Ser

val

His

Val

485

Thr

Glu

ES 2 861499 T3

Leu

Val

Arg

310

Arg

val

Ala

Arg

Pro

390

Gly

val

Cys

Thr

Thr

470

Phe

Pro

val

Ala

His

295

Thr

Leu

Ser

Pro

Pro

375

Glu

Asn

His

Leu

Ile

455

Cys

Leu

Glu

Lys

Gln

280

Ser

Ala

Gln

Ile

Tyr

360

Gly

Ala

vVal

Ser

Val

440

Thr

Pro

Phe

val

Phe
520

Leu

Phe

Leu

Arg

Arg

345

Ser

Asp

Glu

Thr

Val

425

Arg

Gly

Pro

Pro

Thr

505

Asn

166

Asn

Thr

Phe

Val

330

Asp

Lys

Thr

Val

Thr

410

Leu

Asn

Gln

Cys

Pro

490

Cys

Trp

Leu

Glu

Pro

315

Arg

Phe

Pro

Val

Phe

395

Ser

Arg

Pro

Pro

Pro

475

Lys

val

Tyr

Ile

Gly

300

Asp

Val

Gly

Ser

Thr

380

Trp

Gln

val

Val

Met

460

Ala

Pro

val

val

Trp

285

Arg

Leu

Ala

Ser

Met

365

Ile

Gln

Met

val

Leu

445

Thr

Pro

Lys

val

Asp
525

Gln

Asp

Leu

Asp

Ala

350

Thr

Thr

Asp

Ala

Leu

430

Gln

Phe

Glu

Asp

Asp

510

Gly

Leu

Gln

Ala

Glu

335

Ala

Leu

Cys

Gly

Asn

415

Gly

Gln

Ala

Ala

Thr

495

val

val

Thr

Gly

Gln

320

Gly

val

Glu

Ser

Gln

400

Glu

Ala

Asp

Ala

Glu

480

Leu

Ser

Glu
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<210> 151
<211> 474
<212> PRT

Val

Tyr

545

Gly

Ile

Vval

Ser

Glu

625

Pro

Val

Met

Ser

His

530

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

610

Trp

Val

Asp

His

Pro
690

<213> Mus musculus

<220>

Asn

val

Glu

Lys

Thr

595

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

675

Gly

<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(474)
<223> B7-H3-ECD murina (fusién a fc)

<400> 151

Ala

val

Tyr

Thr

580

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

660

Ala

Lys

Lys

Ser

Lys

565

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

645

Arg

Leu

ES 2 861499 T3

Thr

val

550

Cys

Ser

Pro

val

Gly

630

Asp

Trp

His

Lys

535

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

615

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro Arg

Thr Vval

Val Ser

Ala Lys
585

Arg Glu
600

Gly Phe

Pro Glu

Ser Phe

Gln Gly

665

His Tyr
680

Glu

Leu

Asn

570

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

650

Asn

Thr

Glu

His

555

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

635

Leu

Val

Gln

Gln

540

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

620

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

605

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
685

Asn

Trp

Pro

Glu

590

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

670

Leu

Ser

Leu

Ala

575

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

655

Ser

Ser

Thr

Asn

560

Pro

Gln

val

Val

Pro

640

Thr

Val

Leu

Met Leu Arg Gly Trp Gly Gly Pro Ser Val Gly Val Cys Val Arg Thr

1

5

10

15

Ala Leu Gly Val Leu Cys Leu Cys Leu Thr Gly Ala Val Glu Val Gln

167
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val

Arg

Leu

65

Glu

Pro

Arg

Phe

Pro

145

val

Phe

Ser

Arg

Pro

225

Pro

Pro

Ser

Cys

50

Ile

Gly

Asp

val

Asp

130

Ser

Thr

Trp

Gln

vVal

210

Val

Leu

Ala

Glu

Ser

Trp

Arg

Leu

Thr

115

Ser

Met

Ile

Lys

Met

195

Val

Leu

Thr

Pro

20

Asp

Phe

Gln

Asp

Leu

100

Asp

Ala

Thr

Thr

Asp

180

Ala

Leu

Gln

Phe

Glu
260

Pro

Ser

Leu

Gln

85

Val

Glu

Ala

Leu

Cys

165

Gly

Asn

Gly

Gln

Ala

245

Ala

ES 2 861499 T3

val

Pro

Thr

70

Gly

Gln

Gly

Val

Glu

150

Ser

Gln

Glu

Ala

Asp

230

Ala

Glu

Val

Glu

55

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

135

Pro

Ser

Gly

Arg

Asn

215

Ala

Ala

Gly

Ala

40

Pro

Thr

Ala

Asn

Tyr

120

Leu

Asn

Tyr

val

Gly

200

Gly

His

Asp

Ala

25

Leu

Gly

Lys

Tyr

Ala

105

Thr

Gln

Lys

Gln

Pro

185

Leu

Thr

Gly

Lys

Pro
265

168

val

Phe

Gln

Ser

90

Ser

Cys

Val

Asp

Gly

170

Leu

Phe

Tyr

Ser

Thr

250

Ser

Asp

Ser

Leu

75

Asn

Leu

Phe

Ala

Leu

155

Tyr

Thr

Asp

Ser

Val

235

His

val

Thr

Leu

60

val

Arg

Arg

val

Ala

140

Arg

Pro

Gly

val

Cys

220

Thr

Thr

Phe

Asp

45

Ala

His

Thr

Leu

Ser

125

Pro

Pro

Glu

Asn

His

205

Leu

Ile

Cys

Leu

30

Ala

Gln

Ser

Ala

Gln

110

Ile

Tyr

Gly

Ala

Val

190

Ser

Val

Thr

Pro

Phe
270

Thr

Leu

Phe

Leu

95

Arg

Gln

Ser

Asn

Glu

175

Thr

val

Arg

Gly

Pro

255

Pro

Leu

Asn

Thr

80

Phe

Val

Asp

Lys

Met

160

val

Thr

Leu

Asn

Gln

240

Cys

Pro



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Lys

val

Tyr

305

Glu

His

Lys

Gln

Met

385

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
465

<210> 152
<211> 460
<212> PRT

Pro

Vval

290

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

370

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

450

Lys

<213> Homo sapiens

<220>

Lys

275

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

355

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

435

Ser

Ser

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(460)

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

340

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

420

Lys

Cys

Leu

Thr

val

Val

Ser

325

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

405

Thr

Leu

Ser

Ser

ES 2 861499 T3

Leu

Ser

Glu

310

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

390

Val

Pro

Thr

Val

Leu
470

Met

His

295

Vval

Tyr

Gly

Ile

Val

375

Ser

Glu

Pro

val

Met

455

Ser

<223> B7-H3-ECD humana (marcada con his)

<400> 152

Ile

280

Glu

His

Arg

Lys

Glu

360

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

440

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

345

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

425

Lys

Glu

Gly

169

Arg

Pro

Ala

Vval

330

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

410

Asp

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

315

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

395

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

val

300

Thr

val

Cys

Ser

Pro

380

val

Gly

Asp

Trp

His
460

Glu

285

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

365

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

445

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

Val

350

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

430

Gln

His

Thr

Asn

Arg

Val

335

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

415

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

320

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

400

Asn

Phe

Asn

Thr
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Met

Val

Ala

Pro

Thr

65

Ala

Asn

Phe

Leu

Asn

145

Tyr

Val

Gly

Gly

His

225

Glu

Glu

Gln

Leu

Gly

50

Lys

Tyr

Ala

Thr

Gln

130

Lys

Gln

Pro

Leu

Thr

210

Ser

Val

Phe

Cys

val

35

Phe

Gln

Ala

Ser

Cys

115

Val

Asp

Gly

Leu

Phe

195

Tyr

Ser

Gln

Gly

Gly

20

Gly

Ser

Leu

Asn

Leu

100

Phe

Ala

Leu

Tyr

Thr

180

Asp

Ser

Val

Val

Leu

Ala

Thr

Leu

val

Arg

Arg

Val

Ala

Arg

Pro

165

Gly

Val

Cys

Thr

Pro

ES 2 861499 T3

Ser

Leu

Asp

Ala

His

70

Thr

Leu

Ser

Pro

Pro

150

Glu

Asn

His

Leu

Ile

230

Glu

Trp

Glu

Ala

Gln

55

Ser

Ala

Gln

Ile

Tyr

135

Gly

Ala

val

Ser

Val

215

Thr

Asp

Leu

Val

Thr

40

Leu

Phe

Leu

Arg

Arg

120

Ser

Asp

Glu

Thr

Ile

200

Arg

Pro

Pro

Phe

Gln

25

Leu

Asn

Ala

Phe

Val

105

Asp

Lys

Thr

Val

Thr

185

Leu

Asn

Gln

Val

170

Leu

10

Val

Cys

Leu

Glu

Pro

Arg

Phe

Pro

Val

Phe

170

Ser

Arg

Pro

Arg

Vval

Val

Pro

Cys

Ile

Gly

75

Asp

Val

Gly

Ser

Thr

155

Trp

Gln

vVal

Val

Ser

235

Ala

Ala

Glu

Ser

Trp

60

Gln

Leu

Ala

Ser

Met

140

Ile

Gln

Met

Val

Leu

220

Pro

Leu

Ile

Asp

Phe

45

Gln

Asp

Leu

Asp

Ala

125

Thr

Thr

Asp

Ala

Leu

205

Gln

Thr

val

Leu

Pro

Ser

Leu

Gln

Ala

Glu

110

Ala

Leu

Cys

Gly

Asn

1390

Gly

Gln

Gly

Gly

Lys

15

Val

Pro

Thr

Gly

Gln

Gly

val

Glu

Ser

Gln

175

Glu

Ala

Asp

Ala

Thr

Gly

Val

Glu

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

160

Gly

Gln

Asn

Ala

Val

240

Asp
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Ala

Gln

Ser

Ala

305

Gln

Ile

Tyr

Gly

Ala

385

Val

Ser

Vval

Thr

Thr

Leu

Phe

290

Leu

Arg

Arg

Ser

Asp

370

Glu

Thr

Val

Arg

Gly
450

Leu

Asn

275

Thr

Phe

val

Asp

Lys

355

Thr

Val

Thr

Leu

Asn

435

Gln

Arg

260

Leu

Glu

Pro

Arg

Phe

340

Pro

Val

Phe

Ser

Arg

420

Pro

Pro

245

Cys

Ile

Gly

Asp

Vval

325

Gly

Ser

Thr

Trp

Gln

405

Val

Vval

Met

ES 2 861499 T3

Ser

Trp

Arg

Leu

310

Ala

Ser

Met

Ile

Gln

390

Met

Val

Leu

Thr

Phe

Gln

Asp

295

Leu

Asp

Ala

Thr

Thr

375

Asp

Ala

Leu

Gln

His
455

Ser

Leu

280

Gln

Ala

Glu

Ala

Leu

360

Cys

Gly

Asn

Gly

Gln

440

His

Pro

265

Thr

Gly

Gln

Gly

val

345

Glu

Ser

Gln

Glu

Ala

425

Asp

His

171

250

Glu

Asp

Ser

Gly

Ser

330

Ser

Pro

Ser

Gly

Gln

410

Asn

Ala

His

Pro

Thr

Ala

Asn

315

Phe

Leu

Asn

Tyr

Val

395

Gly

Gly

His

His

Gly

Lys

Tyr

300

Ala

Thr

Gln

Lys

Arg

380

Pro

Leu

Thr

Gly

His
460

Phe

Gln

285

Ala

Ser

Cys

val

Asp

365

Gly

Leu

Phe

Tyr

Ser
445

Ser

270

Leu

Asn

Leu

Phe

Ala

350

Leu

Tyr

Thr

Asp

Ser

430

Val

255

Leu

val

Arg

Arg

val

335

Ala

Arg

Pro

Gly

Val

415

Cys

Thr

Ala

His

Thr

Leu

320

Ser

Pro

Pro

Glu

Asn

400

His

Leu

Ile
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<210> 153
<211> 241
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(241)

<223> B7-H3-ECD murina (marcada con his)

<400> 153

Met

Val

Val

Phe

Gln

65

Ser

Ser

Cys

val

Asp

145

Gly

Leu

Phe

Tyr

Ser
225

Glu

Gln

Asp

Ser

50

Leu

Asn

Leu

Phe

Ala

130

Leu

Tyr

Thr

Asp

Ser

210

Val

Phe

Cys

Thr

35

Leu

val

Arg

Arg

vVal

115

Ala

Arg

Pro

Gly

Val

195

Cys

Thr

Gly

Val

20

Asp

Ala

His

Thr

Leu

100

Ser

Pro

Pro

Glu

Asn

180

His

Leu

Ile

Leu

Glu

Ala

Gln

Ser

Ala

85

Gln

Ile

Tyr

Gly

Ala

165

Val

Ser

Val

Thr

ES 2 861499 T3

Ser

Val

Thr

Leu

Phe

70

Leu

Arg

Gln

Ser

Asn

150

Glu

Thr

Val

Arg

Gly
230

Trp

Gln

Leu

Asn

55

Thr

Phe

val

Asp

Lys

135

Met

vVal

Thr

Leu

Asn

215

Gln

Leu

Val

Arg

40

Leu

Glu

Pro

Arg

Phe

120

Pro

Val

Phe

Ser

Arg

200

Pro

Pro

Phe

Ser

25

Cys

Ile

Gly

Asp

Val

105

Asp

Ser

Thr

Trp

Gln

185

Val

Val

Leu

172

Leu

Glu

Ser

Trp

Arg

Leu

90

Thr

Ser

Met

Ile

Lys

170

Met

Val

Leu

Thr

Val

Asp

Phe

Gln

Asp

75

Leu

Asp

Ala

Thr

Thr

155

Asp

Ala

Leu

Gln

Phe
235

Ala

Pro

Ser

Leu

60

Gln

val

Glu

Ala

Leu

140

Cys

Gly

Asn

Gly

Gln

220

His

Ile

Val

Pro

45

Thr

Gly

Gln

Gly

Val

125

Glu

Ser

Gln

Glu

Ala

205

Asp

His

Leu

Val

Glu

Asp

Ser

Gly

Ser

110

Ser

Pro

Ser

Gly

Arg

190

Asn

Ala

His

Lys

15

Ala

Pro

Thr

Ala

Asn

95

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Val

175

Gly

Gly

His

His

Gly

Leu

Gly

Lys

Tyr

80

Ala

Thr

Gln

Lys

Gln

160

Pro

Leu

Thr

Gly

His
240
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<210> 154
<211> 473
<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(473)
<223> B7-H3-ECD de Cynomolgus (marcada con his)

<400> 154

Met

Ala

Val

Arg

Leu

65

Glu

Leu

Arg

Phe

Pro

145

vVal

Leu

Leu

Pro

Cys

50

Ile

Gly

Asp

Val

Gly

130

Ser

Thr

His

Gly

Glu

35

Ser

Trp

Arg

Leu

Ala

115

Ser

Met

Ile

Arg

Ala

20

Asp

Phe

Gln

Asp

Leu

100

Asp

Ala

Thr

Thr

Arg

Leu

Pro

Ser

Leu

Gln

85

Ala

Glu

Ala

Leu

Cys
165

ES 2 861499 T3

Gly

Trp

val

Pro

Thr

70

Gly

Gln

Gly

Val

Glu

150

Ser

Ser

Phe

val

Glu

55

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

135

Pro

Ser

His

Pro

Cys

Ala

40

Pro

Thr

Ala

Asn

Phe

120

Leu

Asn

Tyr

Gly

Leu

25

Leu

Gly

Lys

Tyr

Ala

105

Thr

Gln

Lys

Arg

173

Met

10

Thr

val

Phe

Gln

Ala

90

Ser

Cys

Val

Asp

Gly
170

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

75

Asn

Leu

Phe

Ala

Leu

155

Tyr

vVal

Ala

Thr

Leu

60

Val

Arg

Arg

Val

Ala

140

Arg

Pro

His

Leu

Asp

45

Ala

His

Thr

Leu

Ser

125

Pro

Pro

Glu

Vval

Glu

Ala

Gln

Ser

Ala

Gln

110

Ile

Tyr

Gly

Ala

Gly

15

Val

Thr

Leu

Phe

Leu

95

Arg

Arg

Ser

Asp

Glu
175

Ala

Gln

Leu

Asn

Thr

80

Phe

Val

Asp

Lys

Thr

160

Val
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Phe

Ser

Arg

Pro

225

Arg

Val

Glu

Asp

Ser

305

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

385

Gly

Gln

Trp

Gln

Val

210

Val

Ser

Ala

Pro

Thr

290

Ala

Asn

Phe

Asn

370

Tyr

Ala

Gly

Gln

Met

195

Val

Leu

Pro

Leu

Gly

275

Lys

Tyr

Ala

Thr

Gln

355

Lys

Arg

Pro

Leu

Asp

180

Ala

Leu

Gln

Thr

Val

260

Phe

Gln

Ala

Ser

Cys

340

Val

Asp

Gly

Leu

Phe
420

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

245

Gly

Ser

Leu

Asn

Leu

325

Phe

Ala

Leu

Tyr

Thr

405

Asp

ES 2 861499 T3

Gln

Glu

Ala

Asp

230

Ala

Thr

Leu

Val

Arg

310

Arg

Val

Ala

Arg

Pro

390

Gly

val

Gly

Gln

Asn

215

Ala

val

Asp

Ala

His

295

Thr

Leu

Ser

Pro

Pro

375

Glu

Asn

His

Ala

Gly

200

Gly

His

Glu

Ala

Gln

280

Ser

Ala

Gln

Ile

Tyr

360

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

185

Leu

Thr

Gly

Val

Thr

265

Leu

Phe

Leu

Arg

Arg

345

Ser

Asp

Glu

Thr

Val
425

Leu

Phe

Tyr

Ser

Gln

250

Leu

Asn

Thr

Phe

val

330

Asp

Lys

Thr

Val

Thr

410

Leu

Thr

Asp

Ser

Ile

235

val

Arg

Leu

Glu

Leu

315

Arg

Phe

Pro

Val

Phe

395

Ser

Arg

Gly

val

Cys

220

Thr

Pro

Cys

Ile

Gly

300

Asp

val

Gly

Ser

Thr

380

Trp

Gln

val

Asn

His

205

Leu

Ile

Glu

Ser

Trp

285

Arg

Leu

Ala

Ser

Met

365

Ile

Gln

Met

val

Val

190

Ser

Val

Thr

Asp

Phe

270

Gln

Asp

Leu

Asp

Ala

350

Thr

Thr

Asp

Ala

Leu
430

Thr

Val

Arg

Pro

Pro

255

Ser

Leu

Gln

Ala

Glu

335

Ala

Leu

Cys

Gly

Asn

415

Gly

Thr

Leu

Asn

Gln

240

val

Pro

Thr

Gly

Gln

320

Gly

Val

Glu

Ser

Gln

400

Glu

Ala

Asn Gly Thr Tyr Ser Cys Leu Val Arg Asn Pro Val Leu Gln Gln Asp
435 440 445

Ala His Gly Ser Val Thr Ile Thr Gly Gln Pro Met Thr Phe Ala Ala
450 455 460

Ala His His His His His His His His
465 470

174
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<210> 155
<211> 98
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 861499 T3

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de IGHV1-69*06

<400> 155

<210> 156
<211>11
<212> PRT

Gln

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Val

20

Trp

Ile

Vval

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Thr

Ala Asp

Ser Glu

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de IGHJ6*01

<400> 156

<210> 157
<211> 96
<212> PRT

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr Val Ser Ser

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de IGKV1-9*01

<400> 157

175

10

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asp Ile

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

Glu Asp

<210> 158
<211>10
<212> PRT

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr
85

ES 2 861499 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Pro Ser

Arg Ala

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de IGKJ2*01

<400> 158

<210> 159
<211> 330
<212> PRT

Phe

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Leu

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
10

1

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

5

<223> Sintética: region constante de I|g gamma-1

<400> 159

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

1

5

176

10

15
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Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

vVal

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
260

Gly

val

Phe

val

vVal

85

Lys

Leu

Thr

Val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

ES 2 861499 T3

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

VvVal

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
265

177

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Lys

30

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
270

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn
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Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val

Leu Tyr Ser

Val Phe Ser

275

290

305

Gln Lys Ser

<210> 160
<211> 330
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintética:

<400> 160

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

ES 2 861499 T3

280

295

310

325

Cys Ser Val Met His

Leu Ser Leu Ser Pro

285

300

315

Gly Lys

330

mutante de la region constante de Ilg gamma-1

Ser

Thr

Pro

vVal

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro
130

Thr

Ser

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Lys

Gly

20

Pro

Thr

vVal

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Gly

Gly

vVal

Phe

vVal

val

85

Lys

Ala

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

Ala

vVal

Ala

55

Vval

His

Cys

Gly

Met
135

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

178

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
140

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Vval

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys
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val val
145

Tyr Val

Glu Gln

His Gln

Lys Ala
210

Gln Pro
225

Met Thr

Pro Ser

Asn Tyr

Leu Tyr
290

Val Phe
305

Gln Lys

<210> 161
<211> 107
<212> PRT

Vval

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Vval

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

ES 2 861499 T3

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

val

Pro

Thr

Val

310

Leu

His

vVal

Tyr

Gly

Ile

215

vVal

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

<223> Sintética: region constante de Ig Kappa

<400> 161

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
15

1

5

10

179
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ES 2 861499 T3

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
20 25

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
35 40

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
65 70

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
85 90

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
100 105

<210> 162
<211> 105
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintética: region constante de Ig Lambda

<400> 162

Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val
20 25

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys
35 40

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser
50 55

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr
65 70

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His
85 90

Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
100 105

<210> 163

<211>96

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de IGKV6-21*01

180

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Phe

Cys

Ala

Lys

Pro

75

Glu

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Leu

Asp

Gln

60

Glu

Gly

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

Ile

Ser

45

Ser

Gln

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser

30

Ser

Asn

Trp

Thr

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Ser

15

Asp

Pro

Asn

Lys

Val
95

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Glu

Phe

val

Lys

Ser

80

Glu
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<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (96)..(96)

ES 2 861499 T3

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

Val

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ala

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Gln

Thr

Thr
85

Gln

Thr

Gln

Ser

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Phe

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Asp

Ala

25

Asp

Gly

Leu

His

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln
90

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de IGKV2-28*01

Val

Ala

Tyr

35

Leu

Phe

val

Thr

<400> 163
Glu Ile
1
Glu Lys
Leu His
Lys Tyr

50

Ser Gly
65
Glu Asp

<210> 164

<211>101

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<400> 164
Asp Ile
1
Glu Pro
Asn Gly
Pro Gln

50

Asp Arg
65
Ser Arg
Leu Gln

<210> 165

<211>10

<212> PRT

Met

Ser

20

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Pro

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Glu

Ser

Cys

Asp

Leu
55

Gly

Asp

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

val

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

181

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
90

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Ser

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Ser

Pro

Ser

Lys

Ala
60

Phe

Tyr

vVal

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Thr

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Pro
15

His

Gln

val

Lys

Gln
95

Lys

Ser

Ile

Gly

Ala

Xaa

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Ala
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<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 861499 T3

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de IGKJ4*01

<400> 165

<210> 166
<211> 98
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1

5

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de IGHV-b*01(0-1)

<400> 166

<210> 167
<211>96
<212> PRT

Gln

Thr

Tyr

Ile

Lys

65

Leu

Ala

val

Leu

Tyr

Gly

50

Ser

Lys

Arg

Gln

Ser

Trp

35

Ser

Arg

Leu

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de IGKv1-39*01

<400> 167

Leu

Leu

20

Gly

Ile

Val

Ser

Gln

Thr

Trp

Tyr

Thr

Ser
85

Glu

Cys

Ile

His

Ile

70

Val

Ser

Ala

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Gly Pro

Val Ser

25

Gln Pro

40

Gly Ser

Val Asp

Ala Ala

182

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp
90

Leu

Tyr

Gly

Tyr

Ser

75

Thr

Val

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

10

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Pro

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

Glu

Gly

Trp

Leu

Ser

80

Cys
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Asp TIle Gln

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser

Glu Asp Phe

<210> 168
<211> 446
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

ES 2 861499 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Pro Ser

Arg Ala

25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

<223> Sintética: Secuencia de amino&cidos de la cadena pesada de huAb13v1l

<400> 168

Glu Val Gln
1

Thr Leu Ser

Tyr Ser Trp
35

Met Gly Tyr
50

Leu

Leu

20

His

Ile

Gln Glu Ser Gly Pro

5

Thr Cys Ala Val Thr

25

Trp Ile Arg Gln Phe

40

His Ser Ser Gly Ser

55

183

Gly Leu Val Lys

10

Gly Tyr Ser Ile

Pro Gly Asn Gly

45

Thr Asn Tyr Asn

60

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

Glu

Gly

Trp

Leu
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Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu
305

Ser

Lys

Gly

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Arg

Leu

Tyr

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

val

Ile

Ser

Asp

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Ser

Ser

85

Asp

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

ES 2 861499 T3

Ile

70

Val

Tyr

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Vval

Gln

Gln
310

Ser

Thr

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

295

Asp

Arg

Ala

Glu

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Asp

Ala

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

val

Lys

Ala

Thr

Val

265

vVal

Ser

Leu

184

Thr

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Ala

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Vval

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

Gly
315

Lys

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Asn

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

val

Glu

Gln

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

val

Tyr

Phe

Tyr

95

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Phe

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

Val

Thr

val

Cys
320
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Lys Val

Lys Ala

Ser Arg

Lys Gly

370

Gln Pro
385

Gly Ser

Gln Gln

Asn His

<210> 169
<211> 214
<212> PRT

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
435

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética:

<400> 169

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser
65

ES 2 861499 T3

Asn Lys Ala
325

Gly Gln Pro

340

Glu Met Thr

Tyr Pro Ser

Asn Asn Tyr

390

Phe Leu Tyr
405

Asn Val Phe

420

Thr Gln Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
440

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Pro

330

Gln

val

val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Ile

val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Pro

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Secuencia de amino&cidos de la cadena ligera de huAb13v1

Ile Gln

Arg Val

Ala Trp

Met Thr

Thr Ile

20

35

Ser Ala

50

Gly Ser

Tyr Gln

Ser Tyr

Gly Thr

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Arg Tyr

Pro

Lys

Pro

Ser

Ala

Ser

10

25

40

55

Asp Phe

70

Ser

Thr

Gly

Gly

Leu

185

Ser

Lys

val

Thr

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Ser

Asn

Pro

Ser

Ala

Val

Lys

45

60

75

Ser

Arg

Ser

Ser

Gly

Ala

Phe

Leu

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

val

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

15

Phe

Leu

Ser

Gln

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80
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Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala
130

Lys Val
145

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn
210

<210> 170
<211> 447
<212> PRT

Phe

Gly

Vval

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ala

Gln

100

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Glu

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2 861499 T3

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Phe

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Trp

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

<223> Sintética: Secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada de huAb3v2.5

<400> 170

Glu Val

Ser Val

Trp Met

Gly Leu

50

Lys Asn

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu Val Gln

5

Val Ser Cys

20

Trp Val Arg

His Pro Glu

Ala Thr Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

vVal

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

186

Glu Val

10

Gly

Tyr

Gly Gln

Thr Asn

Arg

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

vVal

Lys

Gly

15

Ser

Trp

Met

Ala

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr
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65

Met

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

val
305

Glu

Gly

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Leu

Gly

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

vVal

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Ser

Gly

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

85

Arg

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

ES 2 861499 T3

70

Leu

Leu

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

230

Lys

val

Tyr

Glu

His
310

Arg

Tyr

Ser

Thr

135

Pro

vVal

Ser

Ile

Val

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Ser

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

val

Asp

280

Tyr

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

187

Asp

90

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

val

Lys

Ala

Thr

250

val

Val

Ser

Leu

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
315

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

Met

His

Vval

Tyr

300

Gly

Val

Gln

vVal

125

Ala

Ser

val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

1390

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Vval

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
320
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Cys Lys Val

Ser Lys Ala

Pro Ser Arg
355

Val Lys Gly
370

Gly Gln Pro
385

Asp Gly Ser

Trp Gln Gln

His Asn His

435
<210> 171
<211> 219
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

ES 2 861499 T3

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

Vval

Gln

Ala Leu

Pro Arg

Thr Lys

360

Ser Asp

375

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser

Lys Ser
440

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Pro

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

Ile

val

Ser

Glu

380

Pro

Vval

Met

Ser

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

Val

Asp

His

Pro
445

<223> Sintética: Secuencia de aminoéacidos de la cadena ligera de huAb3v2.5

<400> 171

Asp Ile Val
1

Glu Pro Ala

Asn Arg Asp
35

Pro Gln Leu
50

Asp Arg Phe

Ser Arg Val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Ser Pro

Cys Arg

Arg Trp
40

Lys Val
55

Gly Ser

Asp Val

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

188

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Thr

val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser
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ES 2 861499 T3

85 90

Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
145 150 155

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys
165 170

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 172
<211> 447
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de huAb3v2.6

<400> 172

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro

1 5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu

35 40 45

Gly Leu Ile His Pro Glu Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu

50 55 60

Lys Asn Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Arg Ser Thr Ser Thr

65 70 75

189

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Ile

Met Phe

Ala Tyr

80
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Met

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

val

Thr

val

305

Cys

Glu

Gly

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Leu

Gly

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

val

Pro

Phe

val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ser

Gly

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

Val

Ser

Ser

Arg

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

ES 2 861499 T3

Leu

Leu

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Arg

Tyr

Ser

Thr

135

Pro

Vval

Ser

Ile

val

215

Ala

Pro

val

val

Gln

295

Gln

Ala

Ser

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

190

Asp

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

val

Lys

Ala

Thr

250

Val

val

Ser

Leu

Ala

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Ala

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

Met

His

val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

Cys

Thr

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile
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<210> 173
<211> 219
<212> PRT

ES 2 861499 T3

325

Ser Lys Ala Lys Gly Gln
340

Pro Ser Arg Glu Glu Met

355

Val Lys Gly Phe Tyr Pro
370

Gly Gln Pro Glu Asn Asn

385

390

Asp Gly Ser Phe Phe Leu

405

Trp Gln Gln Gly Asn Val
420

His Asn His Tyr Thr Gln

435

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

Leu

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Gln

Val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

vVal

Ser

Glu

380

Pro

Vval

Met

Ser

Tyr

Leu

365

Trp

Vval

Asp

His

Pro
445

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de huAb3v2.6

<400> 173

Asp Ile Val Met

1

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Pro Ala

Gln Asp

Gln Leu

50

Arg Phe

Arg Val

Ser Ile Ser

20

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

70

Glu Ala Glu

85

Thr Gln

55

Cys

Arg

Lys

Gly

Asp

Ser Pro

Arg

Trp

40

Vval

Ser

Val

191

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

10

90

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Ser Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Val

Pro
45

Thr

Cys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

335

Leu Pro

Cys Leu

Ser Asn

Asp Ser

400

Ser Arg
415

Ala Leu

Lys

Thr Pro Gly

15

Leu Val His Ser

30

Gly Gln Ser

Ser Gly Val Pro

Leu Lys Ile

80

Ser Gln Ser

95
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<210> 174
<211> 117
<212> PRT

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

Vval

val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: IGHV1-69*06_IGHJ6

<220>

<221> misc_caracteristica
<222>(99)..(106)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural; esta seccion representa la region CDR-H3

<400> 174

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

ES 2 861499 T3

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Gly

Vval

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Gly Gly
105

Phe Ile

Val val

Trp Lys

Thr Glu

170

Thr Leu
185

Val Thr

Gly Glu

Thr

Phe

Cys

val

155

Gln

Ser

His

Cys

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr

20

25

30

Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35

40

192

45
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Gly

Gln
65

Met

Ala

Val

<210> 175
<211> 112
<212> PRT

Gly

Gly

Glu

Arg

Thr

Ile Ile

Arg Val

Leu Ser

Xaa Xaa

100

Val Ser
115

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética: IGKV2-28*01_IGKJ4

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (94)..(102)

<223> Xaa puede ser cualquier amino&cido de origen natural; esta seccién representa la region CDR-L3

<400> 175

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Xaa

<210> 176
<211> 116
<212> PRT

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Xaa

Val Met

Ala Ser
20

Tyr Asn

35

Leu Leu

Phe Ser

val Glu

Xaa Xaa
100

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Pro

Thr

Ser

85

Xaa

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Xaa

<223> Sintética: IGHV4-b_IGHJ6

ES 2 861499 T3

Ile Phe Gly Thr

55

Ile Thr Ala Asp

70

Leu Arg Ser Glu

Xaa Xaa Xaa Xaa

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Xaa

Ser

Cys

Asp

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

Gly

Ser

vVal

Gly

105

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

193

Ala

Lys

Asp

90

Xaa

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Gly

Asn Tyr Ala

60

Ser Thr Ser

75

Thr Ala Val

Trp Gly Gln

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

Xaa

Glu
110

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Xaa

95

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Xaa

Lys
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ES 2 861499 T3

<220>

<221> misc_caracteristica

<222>(99)..(105)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural; esta seccion representa la region CDR-H3

<400> 176

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser Ser Gly
20 25 30

Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Ile Gly Ser Ile Tyr His Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu

Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75 80

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser
115

<210> 177
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética: IGKV1-39_IGKJ2

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (89)..(97)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural; esta seccion representa la region CDR-L3

<400> 177

194
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<210> 178
<211> 112
<212> PRT

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Xaa

Ile

Arg

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

ES 2 861499 T3

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Leu Gln

55

Asp Phe
70

Tyr Tyr

Thr Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Xaa

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Xaa

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Xaa

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Xaa

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de las variantes VL1 de huAb3

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (33)..(33)
<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural, excepto M, C, N, Do Q

<400> 178

Asp

Glu

Xaa

Pro

Asp
65

Ser

Thr

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

vVal

Ala

Asp

35

Leu

Phe

val

Val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Tyr

Gln Ser

Ser Cys

Leu Arg

Tyr Lys

55

Ser Gly
70

Glu Asp

Thr Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

195

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

val
90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp
75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Xaa

Vval

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Xaa

Thr

val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Vval

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Xaa
95

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Xaa

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80

Ser

Lys
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<210>179
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 861499 T3

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de las variantes VL1 de huAb3

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (34)..(34)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural, excepto M, C, G, S, No P

<400> 179

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

<210> 180
<211> 117
<212> PRT

Ile

Pro

Xaa

Gln

50

Arg

Arg

His

vVal

Ala

Asp

35

Leu

Phe

Val

val

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Arg

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de las variantes VH1b de huAb3

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (54)..(54)

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural, excepto M, C, N, Do Q

<400> 180

196

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys
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40

45

50

55

60

65

Glu

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

val

<210>181

<211> 117
<212> PRT

val

Val

Met

Leu

50

Asn

Glu

Gly

Thr

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

val
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Val

20

Trp

His

Ala

Ser

Gly

100

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser
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Gln

Cys

Arg

Xaa

Leu

70

Leu

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

val

Ser

Phe

Ala

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Arg

Asp

90

Tyr

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Vval

Gln

<223> Sintética: Secuencia de aminoacidos de las variantes VH1b de huAb3

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (55)..(55)

Pro

Ser

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Met

Ala

Tyr

95

Thr

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural, excepto M, C, G, S, N, o P

<400> 181

197

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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65

Glu Val Gln

Ser Val Lys

Trp Met His
35

Gly Leu Ile
50

Lys Asn Arg
65

Met Glu Leu

Ala Gly Gly
Val Thr Vval
115
<210> 182
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Val

20

Trp

His

Ala

Ser

Gly

100

Ser

Val

Ser

Vval

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser
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Gln

Cys

Arg

Asp

Leu

70

Leu

Leu

Ser

Lys

Gln

Xaa

55

Thr

Arg

Tyr

Gl

Al

Al

40

Gl

y Ala

a Ser

25

a Pro

y Ser

Val Asp

Se

r Glu

Phe Asp

105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Arg

Asp

90

Tyr

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

<223> Sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de VL de chAb13

<400> 182

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Phe Thr

1

5

198

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Pro

Ser

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Met

Ala

Tyr

95

Thr

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado anticuerpo anti-B7H3 humano (hB7-H3)-farmaco (ADC) que comprende la siguiente estructura:

GH

en donde m es 2 y Ab es un anticuerpo anti-hB7-H3, en donde el anticuerpo Ab comprende

un dominio CDR3 de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID
NO: 35, un dominio CDR2 de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en
SEQ ID NO: 34 y un dominio CDR1 de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO: 33; y

un dominio CDR3 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID
NO: 39, un dominio CDR2 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en
SEQ ID NO: 38 y un dominio CDR1 de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO: 37.

2. Un conjugado anticuerpo-farmaco de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo comprende una
region variable de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 147 y una region variable de la cadena ligera
que comprende la SEQ ID NO: 144.

3. Un conjugado anticuerpo-farmaco de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo comprende una
cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 168 y una cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 169.
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Figura 1

Ab15, Ab18

Ab2, AbB,
AbS, Ab14,
Ab10
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