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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
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ENTRADA EN FASE NACIONAL

@ SOLICITUD DE:
Patents de Invencidn, D Patente de Modalo de Utiliclad.
Capitulo 1. [l Capitulo 1.
@ Naombre: U3 PHARMA GMBH
Sociedad consiiiuids existenie bajo las :
1) ccC. H NIT L]
Direccidn: Fraunhoferstr 22,
52152 Mariinstied, C.E. [ Otro L]
Alermania Cual
Dornicilio: 52152 Martinsrisd, Nimero -
Alermmania
Hombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccidn: Carrara 4% Nao. 72-35 C.C. NIT D
Teléfono: 347 36 11 .
REPRESENTANTE Fax 511 56 50 C.E. D Otro L__I
O APODERADO E-rrail: clientes@cavelier.com Cual
Dornicilio; Eogots, Colornbia. Hamero  35.4E86.344 T.F 23.EE5
1. Thore HETTMANN 2. Jens NIEWOHNER
@ Am Stacdtpark 28d, Schuchatr. 158,
51245 Minchen, 21477 Manchen,
INVENTOR (ES) Alemania Alemania
(72) 3. Jens RUHE 4. Peter WIRTZ ,
¥eplerweg 2, Buchendorfer Strazze 24,
G252 Martinzriad, 227131 Gauting,
Alemania Alemania
5. Kerstin SELLE 6. Esther ZWICK-WALLASCH
Féhrengrund &, Frihlingsstrasse 112,
G234% Fentenriad, 321317 Gauting,
Alermania Alemania
7. Mike ROTHE
Elisenstrasse 4,
52152 Krailling,
: Alemania ,
@ PCT (86) )
Sclicitud Internacional No. FCT/ERPZ002/009545 Fecha: 12 de noviembre de 2003
Fublicaciéin Intarnacional No. WO Z2009/0626890 A1 Fecha: 22 de mayo de 2009
Titulo (54) ‘
ANTICUERPOS DE AXL Q/b\b 36—'})

@ Clasificacion Internacional (51) CO7K 015/023




CAVELIER ABCGADOS COLO-17234-841-001-7 ID-172275

L
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Prioridad | (%9) Pais d= Origen (22) Fecha (21) Namero de Solicitud

NoL] EP 12 de noviembre de 2007 07021931.6

Comprobante de pago No.: 10-52 %17 Fecha: 2¢ dz alril de 2010
Comprobante de pago No.: 10-57-624 Fecha: 10 de mayo de 2010
Comprobante de pago No.: 10-40 4c6 Fecha: 19 d= mayo de 2010

® 000 0000 NEO0E ® =E Q) ®

Anexos:

Comprobants de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por & 554.000.00.

Comprabante de pago por 29 reivindicacionss adicional=s después ds la décima reivindizaciin
por $1.014.000.00. '

Dacumants que acradita [a 2xistencia y representacidn legal cuands sl solicitants 3za persona
juridica.

Poderes, si fusre &l caso.

Dacumants de cesidn del inventor al zalicitante o a su causante,

Declaraciones.

Copia de la salicitud intzrnacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciznes, dibujos)

Traduecidn de la zalicitud intsrnacionsl al castellans.  (Pesumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar sfectuado por la IPEA.
Traducaidn del examen preliminar efzctuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato dz acceso.

Dz zar &l caso, documents gque acredits la licsncia o autarizacidn de uso de conacimizsntos
tradicionales de las comunidades indiganas.

De 3er el caso, certificads de depdsito del matarial bioligico.
1

D= ser &l casc, informacidn sobre otras solicitudes de patentz o titwlos obtenidas an el
cotranjers por @l misma titular o su causants, relacionadas parcial o totalmentz con la invenacién

Ctros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicita la concesidn de la patente,
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CAVELIER ABOGADOS COLO-17234-841-001-7

DOCUMENTOS ANEXOS

B Publicacion Intermacional WO 2009/06.2890 A

Descripcién:
Paginas 90 en &l idioma original
Paginas 120 en espariol
Reivindizaciones: Numera (3) 49

Figuras: Namero (s) 20

5]

: Forma PCT/ISA/210. Informe de Blsqueda Internacional.

. Listaclo de Secuencias.

O:),:O

I

PHARMA AG por U3 PHARMA GMBH.

n

- U3 PHARMA GMBH.

<]]

6. B Extracts e publicacion.

| Sp—;

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE

INTERNACIONAL

ID-172275

=
. Forma PCT/IB/306. Nctificacidn de la insaripeién del cambio d2 nombre dal solicitants U3

\

L Forma PCT/IB/306. Notificacidn de la inscripcién del cambio de direccidn del solicitante
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CERTIFICADS
CE GESTION

DE LA CALIDAD

CERTIFICADO SC 3980-1
PRESTACION DEL
SERVICIO PUBLICO
NOTARIAL

1SO 9001:2000
NTC-1S0 2001:2000

COFIA NMUMERD 4

DRI 2

DE LA ESCRITURA NUMERD:
FECHA: Ol/Marzo/2010

ACTD O CONTRATO:
FODER GENERAL
DTORGANTES #
CAVELTER AROGADDE
NIDTA OSORIO LOPEY

AMPARO QUINTERO ARTURO
NOTARIA SEXTA

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41

Correo Electrénico: notariabdebgta@etb.net.co




DE 2005 FOR POLYPRINT EDITORIAL LIDA - MST 330.027 9503

MPRESO FH QICIEMARE ¢

»

T — 4

7'700004

342153
& ESCRITURA PUBLICANUMERO - - --1093 .
.. eem-- MIL ?:I;)‘.'ENTA Yoo - - - - - -
DE FECHA: MARZ0 FRIMERO (1) -f/-/ ------ - -

TORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6a) DEL CIRCULO

DE BOGOTA D.C.
CLASE DE ACTO O CONTRATO: PODER ESPECIAL
DE: CAVELIER ABOGADOS
A LUZ CLEMENCIA DE PAez,ﬂlmA OSORIO LOPEZ, OSCAR FERNANDO
CORREA BARBOSA, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY y JORGE
CHAVARRO ARIZTIZABAL T — .

En la ciudad de Bogota D.C. Republica de Colombia, ante mi, AMPALO QUINTER:

ARTURO/ ——— Notaria sexta (€a.) —— de éste circulo notarial, se otorgo la
presente escritura pablica que se consigna en los siguientes tErmings; =-----memee-e--
COMPARECENCIA: Con minuta escrita, comparacié el sefior CARLOS
ALBERTO GALLON GIRALDO, mayor de edad, vecine de esta ciudad, casado,
identificado con la cédula de ciudadania No. 19.066.425 de Bogota, y dijo:--=e=e-----

ESTIPULACIONES:

PRIMERA.- Que obra en su calidad de representants legal de la sociedad
denominada CAVELIER ABOGADOS domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35,

Bogota, Colombia.

SEGUNDA: Que U3 PHARMA GMBH ., saciedad constituida y

existentz bajo las leyes de Alemania, domiciliada en Fraunhoferstr 22 &7152
Martinsried, Alemania, designé a CAVELIER ABOGADOS como su representante
para la Propiedad Industrial en Colombia con facultades de nombrar apoderados
tal como consta en la copia auténtica del documento de representacion que se

protocoliza.

TERCERA.- Que &n su caracter de representante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad otorgada por U3 PHARMA GMBH

, confiere poder a Ios abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
T.P.A. No. 23.555, identifiéada con cedula de ciudadania numero 35.4:%6.344 de
Usaguen, NIDIA OSORIO LOPEZ, T.P.A. No0.73.366, identificada con cédula de
ciudadania namero 39.787.682 de Bogota, OSCAR FERNANDO CORREA

PAPEL DE LSO EXCLUSIVO DEL FROTOCOLO NOTARIAL . MO TIEME QOSTO PafaA EL U3UARIO




S

BARBQSA, T.PA. No. 71.027 identificado cbn cédula de ciudadania nimero
79.524.634 de Bogota, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.P.A. 65.794
identificada con cédula de ciudadania namero 52.006.265 de Bogotad y JORGE
CHAVARRO ARIZTIZABAL, T.P.A. No. 40.119, identificado con cédula de
ciud‘adania nuamero 16.209.380 de Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de
Bogota, para que representen a la sociedad a cuyo nombre actia, ante
cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccion, incluyendo las del
orden administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales

de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes asuntos:

a) Obtencion de patentes de invencién, modelos de utilidad, disefios industriales,
trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de
fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres
comerciales, ensefas, variedades vegetales, denominaciones de origen e
indicaciones de procedencia, su renovacion, traspaso, cambio de nombre o
domicilio, cancelaciéon voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos

derechos

b) Las acciones de competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones,
cancelacion administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, concesion de
licencias, la tutela, la proteccion de secretos industriales y de nombres de
dominio junto con su administracion y pago; y en general los procesos civiles,
penales, administrativos o contencioso- administrativos, de conciliacion,

arbitramento, tutela relacionados con estos derechos; acciones y procesos que

promovamos 0O Se nos promuevan.
CUARTO.- Que los apoderados designados estan facultados en todos los
asuntos arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar,

arbitrar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y

ratificar los actos de agentes oficiosos.
QUINTO- Que protocoliza con la presente escritura, un certificado expedido por la
Camara de Comercio de Bogota, que acredita la constitucién y personeria de la
sociedad CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocoliza copia autenticada del

documento de representacion otorgado el dia 22 de Diciembre de’ 2009 - - -

por U3 PHARMA GMBH ' documento que estd debidamente




[

[N

CAVELIER '

ABOGADOS
EDIFICIO SISKi
CARRERA 1a N* 72-35
BOGOTA, 8- COLOMBIA

e

REFRESENTACION

REPRESENTATION

Yo (nosotras), akajo firrnado (5)/1 (we), the updersigned

U3 PH/CRN{.A. GMEH

domiciliado (s)
cnfof

FF‘A.Ur-lHOFERS'FR.

-‘ \
152 MARTINGRIED | 7

A 0
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GERMANY |

CAVELIER
colectiva  consdiwida de
conformidad con lag leyes de la Repiblica de Colombia,
medianse Escomra Pdblics 1Mo, 6233 del 10 de
.,Cl,-ﬂ zmbrz de 197., uLuu-ut_J" en la Tooria Sexe del
Circule d2 Pogoid, c]c-n_n,u:d'-' en Pagord DVC, con
matcicuk: mescamd] o, 00820237 y YT 2600 '1..67- 3
domiciliada en la 11° 72-35,
Colorabia, como nusstra  repessenianic cn todos los
acuntos de Piopiedad Indusidal, con faculiad pors
recibir nodficaciones y acmbiai apodecados judicialzs o
extrajudiciales.

Por 2l presentz  nombeano:  a
ABROGADOS, :ocicdad

Correra 4a Buﬁul‘._,

CAVELIEP. ARBODGADOS también podrd
reprzeentarncs, coa  laz mismas f L.hadcs aisiba

indicadas, ante coalesquiera eniidade
ejerzan o no juricdiceidn, auioridades
tibunales de arbitramenio, &N agunios
de natural civil, comercial penal,  consdiucional,
competencia,  compeiencia  decleal) adinis’.‘_l-._mva,
contznciose adminiztrativa, protecsién dal consumidor,
varizdades vegeiales, acmbics de dominio, oposiciones
u observacionzs, cancalacién adminisiadva y judicial,
nulidad, medides cavielares, conzesidn de licencias,
acciones de ezl 11 proteccidn de secreios indusidales,
deiecho n‘g:;l.t oy en gencral para qué nos fEprate
en cunlesquicia accjc-ncs Y PLOCesos que prorovamos o
S€ NOS promuevan,

0 personas,
dr-'-'uu VA o

jurisdiccinnales,

2

2

La repreczntante podid, en nusczo nombee, desigaar
apoderados para 2oty anic anioridades adiminisicaiivae
y  judiciales, por via cuirajudic y  iambién
procesalments: en nucstre nombie, comao demandani
como Jdeman COMO agenics
oficiosos, como tercercs, por lamamienio :n g stanids o

come intervindentes ad  exclode A

<3,

radus) como lidzconsor &g,

ndum, Dumu_- a3

autedzacidn, Iz ppreccniance poded faculiar 2 los
apoderados jque ey desigas pasa iransigir, consiliar,

@ CAVELIER ABOGADOS

Lo hereby appoine CAVELIEFR. ABQGADOS, a
general o ship organized undzr the laws of the
Republic of Colombia by means of Pubdic Decd No.

6233 of Zeprember 10, 1974, granced ac D aiary Sizdh of
the Bogorz Circwii, domiciled in Bogor D.C., with
Mercanale Pegistradon 1o, 0082 ”37 and T\"'-ay:"r
Idendcadon  Diumber  860041267-3, domiciled  ai
Carrzea da 11° 72-35, Bogowr, Colombia, 25 owr
vapl esenadve {or all Tndeswdal Property maiiers wiih
and appolat attorneys ia

fac L‘Jt'y (0 feceive noafcatons

and oue of Coure.

CAVELIEE. ARBOGATIOS may also represent us, wich
ine same faculdes eiated above, befors any cnddes or
peccons, with or widhout judsdiston, zdmindsirative or
ju%’icc]jrtc'ml jud'xoritic:, couris of = sbitration in civil

c-pposmon or observa uon Maieis, ulrn__l.,tr ve md
Court  cancelladion, nullity, precaudonary measuses,

licencing, acdon for vl mzndamos, protecdon u’ wrade
gecrzis, regulaiory law and in general represent us in any
acdons and sufis instimuizd by ue ot againet s,

The represenistive may, in owr name, designace
attorneys to act before adminizicadve and judicial
anthoriides, through oui-of-court chaarels, and also
procedurally in our name a5 plaindff, defzndant, joint
licigant, represzaiadve wiihoue [:-owcx of iiiormey, thicd
pariy, when summoned o appeic In couri ar as
wizrvency ad excludendom. Undg_r this anghorizaden,
the represenindve may eropower the atiormey: appointed
iheechy o tormpiomdse, conciliate, adiaic the facts of the

)" NOTARIY SEXTA. DEL. CIRCULO DF BOGGT
Wcmnmmm&mrgg.w c«mcé

L N DO A LA VISTA
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case, desist, cancel, receive, resign and substitute the
power of attorney granted thereto. Likewise, the
representative shall have the faculty of revoking the
power of attorney thus granted at any time it may deem
convenient. The representative may in any case ratify the
acts of representatives without a power of attorney.

: admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir,
renuticiar v sustituir el poder que se le otorgue. A
mismo, la representante tendri la facultad para revocar
el poder as{ otorgado en ¢l momento que considere
pertinente. La representante en todo caso podr ratificar
los actos de agentes oficiosos.

-

Dado y firmado hoy/Given and signed this

En/in

22.12,2009

Por/by

Firma/Signature

L

Nota:
PARA SOCIEDADES

El documento de Representacién debera ser firmado

por.el representante legal de la compaiiia. Deberé ser -

presentado ante Notario Pablico para que certifique
que la persona que firma es quien dice ser. La fitma
del sefior Notario debera ser legalizada*.

Adicionalmente deberd anexarse copia legalizada*
del documento que pruebe la existencia y
representaci6n legal de la sociedad.

*La legalizacién podra ser por Apostilla si el pais del
otorgante hace parte de la Convencién de La Haya
del 5 de octubre de 1961 o ante el Cénsul de
Colombia en caso contrario. Una sola legalizacitn
que incluya ambos documentos serfa suficiente.

PARA PERSONAS NATURALES

El documento de Representacién debera set firmado
por el otorgante: El Notario Publico debera certificar
que la persona que firma es quien dice ser.

. Posteriormente el documento de Representacién
deberi ser legalizado por Apostilla si el pais del
otorgante hace parte de Ia Convencién de La Haya
del 5 de octubre de 1961 o ante el Consul de
Colombia en caso contrario.

© CAVELIER ABOGADOS

J5 ¢ <o e

Note:
FOR CORPORATIONS

The Representation document should be signed by
the Legal Representative of the company. It should
be produced before a Notary Public, who should
certify that the person signing the same is in fact
who he/she purports to be. The Notary’s signature
should then be legalized*.

In addition a legalized copy* of the document
ptoving the existence and legal representation of the
company should also be attached.

*Legalization may be made by Apostille if the
issuing country is a member of the The Hague
Convention of October 5, 1961, or before the
Colombian Consulate if otherwise. A single
legalization that would include both documents
would be sufficient.

FOR INDIVIDUALS

The Representation should be signed by the
grantor. The Notary Public should certify that the
person signing is who he/she purports to be.

Subsequently, the Representation document should
be legalized by Apostille if the issuing country is a
member of the The Hague Convention of October
5, 1961 or before the Colombian Consulate if

otherwise.

S WOTARIA SEXTA.DEE CIRCULO DE 808
:DC: m"gocousmgée LAFOTOCORYA
D,Ci REPUBLICA

W
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I hereby ceriify that the above are the true signatres, subscribad inmy
presence, of
1. Mr. Dr. Johannes Albrecht Bange, of Fraunhafersiv, 22, 32152
Planegg OT Martinsried,
born at 06.02.1969,
personally kinown,
2. M. Dr. oichi Akahane, of Travnbofercir. 22, 82152 Planegg OT
Martinsried,
boriz at 12.05.1955,
personally known,
acting on behall of “U3 Pharma GmbH” a private limited comapany
having its  principal place of business in  Planegg OT

Martinsried/Munich, Germany.

From inspection of the Comimercial Regisier of the District Court of
Munich on the 22° of November 2000, T hereby certify (hat the sajd
firm "U3 Pharma GmbH “ having is principal place of Pusiness in
Flznegg OT Martinsried/Munich, is entered in Szctic .1133 of the said
Regicter under Mo 177122, and Mr. D, Johannes Albiéchi Bange as
managing director and Mr, Dr, Foichi Akahane as m:‘Zagmg director

arve jointly anthorized to represeit it.

Munich, 22™ of Dezember 2009
> Schraitt, Notary

-
-
\.\“ .
\ A

0.c., HEfAlQ CGNSTAR»VJ‘JE U\ Ff.'T

“COMO-NOTARL: SEXTA, OEL f‘hLULO OF 8 BOw’lTA,,
1A COMIGE :




APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Land: Bundesrepublik Deutschland ?

Diese tffentliche Urkunde )
2 ist unterschrieben von Notar Bernd Schmitt
3. in seiner Eigenschaft als Notar
4 Sie ist versehen mit dem Siegel des Notars

Bernd Schmitt in Minchen

Bestatigt -

5. in Minchen 6. am 21. Januar 2010 '

7. durch den Prasidenten des Landgerichts Munchen |
8. unter Nr. 910a-436/2010

9. Siegel 10. Unterschrift
In Vertretung:

@/éu VMNMM

Thomas Spielbauer
Vizeprasident

m nomu saxn m""fucuo DEBOGOTAI)
orocomcomcm‘
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TRADUCCION QFICIAL No. 02.24/10f realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia vy

registrado ante el Minis

A continvacidén se traducen los sellos y legalizaciones de un
documentc mediante el cual U3 PHAPMA GMBH, domiciliada en
FRAUNHOFERSTR. 22 82152 MARTINSRIED, ALEMANIZA, pnombra a CAVELIER

de

cl

l_l.
oY

ABOGADCQS, una sociadad colectiva debidamente coastcicu

'es de la Republica de Colombia, con
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T 860041367-3, domiciliada en

la Carrera 4 No. 72-35, de Bogotd, Colombia, como su repressntance
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URNr. $3546/2009

Por el presente certifico gus las anteriores son las Ffirmas
auténticas, suscritas en mi presencia, de
1. El Sr. Dr. Johannes  Albrecht Bange, domiciliado  en
Fraunhoferstr., 22, 82152 Planegy OT Martinsried,
nacido el 06.12.1969,
a quien conozco personalmente
2. El Sr. Dr. Koichi 2akahane, domici ] T e e LePStr, 22,

a quien conozco personalmente

—

juienes actian a nombre de “U3 Pharma GubH” una compania limicada

T N T
LRI,

Yoa Doy
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De la revisidén del Registia Mercantil del Tribunal de Distrito de
Munich el 22 dz noviembre de 2009, por el presente certifico que
dicha firma  “U3 Phavria  GmbH”, domicilada en Planegqg QT
Martinsried/Munich, Alemania, se encuencra inscrita en la Seccidn B

de dicho Registro con el No. 177122 y que el sefior Dr. Johannes

Albracht Bangs, como director ejecutivo y el sefior Dr. Koichi
Akahane COomo director ejecutivo estan aviorizados para

representarla conjuntamente.
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Firma Ilegible

Schmitt, Notario

Sello de 2Ppostille zypedido en la Republica Federal de Alemania vy
certificadc en Munich =1 21 de ensro de 2010 con el MNr. 310 a-

436/2010, firmaedo por Thomas Spielbauer.

BEs traduccidn fiel y completa de la cual se deja copia en esta

4n
DVZA\DVZ\ID-166371\WPCLOO2H\COLO 17559-845-001-3
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La presente braduccion oficial No. 001810 fue elaborada por Hernando Torres Barrera, Traductor e Intérprete

Oficial, ssgiin Resolucion 01305 dz 1998 del Minizterio de Jusiicia y del Derecho.

A continuacion se traduce una apactilla en alemiin, que acomparia a la Certificacién Notarial No. $3546 / 2009

en idioma inglés en un DOCLIMENTO DE REPRESENTACION.

APOSTILLA
(Convention dz la Hays du & oclobrs 1961)
1. Pais: Republica Federal de Alzmania

Este documento publico
2. estafirmado por =l Hotario Bernd Schmitt

2. ensu calidad de Notario

4. lleva &l zello del Notario
Bernd Schmitt en Munich

Certificado

W

e Munich 6. el 21 de enero da 2010
7. por &l Presidentz det Tribunal Regional de Munich |
2. bajoel No. 910a - 436/2010

9. Selloftimbre 10. Firma
En representacion:

Lj{nlll;h“u 1e i’l(fo

1 Thomas' Spisthauer
Vicepresidente
4
N -._,g”’ﬁ%; ’;;\
<P e

ZELLCY EL FPESIDENTE DEL TRIBUNAL PESIDHAL MUKICH | * BAVIERA, *

Bogotd, D2, 24 de febrero de 2010
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EN JUNIO DE ESTE ANO S$2 FLEGIRAN JUNTA DIRECTIVA ¥ REVISOR FISCAL *
DE LA CAMAER DE COMERCIO DE BEOGOTA., LAS INSCRIPCIONES ©DE *
CANDIDATOS DEBEN HACERSE EN LA  PRIMERA QUINCENA D= MAYO. *
* PRRA INFOFMACION DETALLADA DIRIGIRSE 2 LA SEDE PRINCIFAL, QUINTO *
* PISO, O COMUNICAPRSE AL SISUIENTE TELEFONO: 5941000 EXTENSION 2299, «
B e R i N P,

LR

CERTIFICADD DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCION DE

DOCUMENTOS

CERTIFICA:
NOMERE : CRVELIER AROGADOS
N.I.T. : 860041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D.C,

CERTIFICA:
NO: 00820237

CERTIFICA:

CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006233 DE NOTARIA
SEXTA DE PROGOTA D.C. DEL 10 DE SEFTIEMERE DE 1574 , INSCEITA EL
26 DE ZEPTIEMERE DE 1274 BAJO EL NUMERO 00021224 DEL LIBPO I¥X, 5B
CONSTITUYOD LA SOQCIEDAD CIVIL DENCMINADA: CAVELIER PERDOMO ¥

CAVELIER.
- CERTIFICA

QUE  POP. ESCRITURA PUBLICR NO. 0001000 DE NOTAETA SEVTA DE 20CGOTA

D.C. DEL 1

C 10 DE MARZO DE 1982 , INSCRITA EL 5 DE ABRIL DE 1983
BAJO EL NUMERO 00120769 DEL LIBRO T¥, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NOMERE DE : CARVELIER PERDOMC ¥ CAVELIER. POR EL DE CAVELIER
ABQGADOS
CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURA EBUELICA NUMERO 1.000 OTORGADA BN
DE BOGOTA EL 10 DE MARZO DE 1.932, INSCRITA EN EST: A 2
COMEFRCIO EL & DE ABRIL DE 1.982 BAJO EL NUMERG 130765 DEL LIBRO
IX, L2 SOCIEDAD CAMEIO U NOMERE DE: CAVELIER PERDOMO ¥ CAVELIER,
POR. EL DE: CAVELIER ABOGADCGZ, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS.

CERTIFICA:

CERTIFICA
-034 DE LA NOTARIA & DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18

INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 EBAJO EL NO.

QUE POF E.P.NO. 2
DE ABRIL DE 1.99%,
5.927 DEL LIPRO XIII,LA SOCIEDAD TRASLADD SI7 DOMICILIC DE LA CIU-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. 21, MUNICIPIO DE TABTICO ( CUNDINAMAR-
ca ) .-,

CERTIFICA:
QUE POR ESIRITURA PUELICA NO. 7710 DE LA HOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE OCTUEFRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 1984
BAJO EL NO. 1559 DEL LIBRO XIIT, LA SOCIEDAD CAMBTIO 30U

aﬁyfwmmowm&mn
~iCA OF COLOMBIA
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. _NATURALEZA- JURIDICA DE SOCIEDAD. COMERCIAL-A SOCIEDAD -CIVIL..- - mw_m»w".

_ CERTIFICA:
REFORMAS : _
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION
842 10-v-1.977 18. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204 o
3.430 1-VII-1.980 6A. BTA. 3-IX-1.980-NO. 89.582 |
4.844 10-IX-1.980 6A. BTA. 8-X-1.980-NO. 91.261 '
432 10-1I-1.983 6A. BTA,. 1-III-1.983-NO.129.337
7.710 10-X-1.984 6A. BTA. 15-XI-1.984-NO. 1.559
7.305 21-X-1.985 6A. BTA. 18-XI-1.985-NO. 1.906
2.567 29-IV-1.987 6A. BTA. 7-V- 1.987-NO. 2.386
4.278 3-VII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652
2.657 25- IV-1.988 6A. BTA. 19- V -1988-NO. 2,740
9.033 21-XII-1.990 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.786
25 3- I -1.991 6A. BTA. 10- .I - 1991-NO. 3.787
1.608 8-III-1.991 6A. BTA. 14-III- 1991-NO. 3.841
2.155 2-IV- 1.991 6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862
797 7-II -1.991 6A. BTA. 7- vV -1991-NO. 3.882
1.739 14-IIT-1.991 6A. BTA. 7- Vv -1991-NO. 3.881
5.886 21-VIII-1.991 6A. BTA 27-VIII-1991 NO. 4.019 .
8.596 4-XIT ~1.991 6A. BTA 16-III -1992 NO. 4.430 S
1.494 10-IIT -1.992 6A. BTA. 19-IIT -1992 NO. 4.436 _<’2
4.205 8 -VII -1.992 6A. BTA. 15-VII -1992 NO. 4.554 Yl
8.829 16-XII -1.992 6A. BTA. 24-XII -1992 NO. 4.819
i 12 5-1 -1.993 6 STAFE BTA 13-I -1993 NO. 4.850
i 4.877 29-VI -1.993 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. 5.065
5.216 12-VII -1.993 6 STAFE BTA 16-VII -1993 NO. 5.077
ACTA NO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174
2.034 18-IV- 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. . 5.937
2.227 25-1IV-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. 6.092 :
7.594 12-XII-1.995 6 STAFE BTA 19- XII-1.995 NO. 6.294 §
676 11- II-1.997 6 STAFE BTA 14- II -1.997 NO. 6.873 :
CERTIFICA:
REFORMAS: '
: E.P. NO. FECHA NOTARIA CIUDAD FECHA NO. INSC.
| 0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA D.C. 1997/09/02 00007115 : '
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA D.C. 1998/04/21 00007426
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA D.C. 1998/08/13 00007544
0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA D.C. 1998/08/27 00007564
0007760 1998/11/10 0006 BOGOTA D.C. 1998/11/12 00007644 5
0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA D.C. 2000/12/04 00008481 35‘!.
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA D.C. 2003/06/04 00882729 | &
0003786 2004/07/16 0006 BOGOTA D.C. 2004/07/28 00009703
: 0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA D.C. 2005/04/07 00009917
i 0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA D.C. 2005/08/26 00010008
| 0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA D.C. 2007/07/24 00010841
5453 2009/10/19 0006 BOGOTA D.C. 2009/10/21 00012243

CERTIFICA: _ ; -
VIGENCIA: QUE LA SOCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL ;

i 10 DE SEPTIEMBRE DE 2024

! CERTIFICA:

OBJETO SOCIAL: LA SOCIEDAD TENDRA POR OBJETO EL EJERCICIO DE LA

ACTIVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO
LA SOCIEDAD PODRA ADQUIRIR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEBRAR ‘TODA
CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL
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MLNDATO

INTERES, CIVIL Y COMERCIAL, V¥
PARTICIPAR EN ASOCIACIONES CICNTIFITAZ,
SIN ANIMQ DE LUCRO.

~
(R

10 DE BOGOTA

SOCIEDRD AS

EMIALES O PROFE

CERTIFICA:

CAPITAL Y soizos: $10,000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUQTAS CON VALOR
NOMINAL DE $1.00 CADA UNA, DISTPIBUIDO ASI

- SOCIO CAPITALISTA (8)
ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHD M.I.T. 000008001722568
NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8,300.00

GAUDEBEPRT DE CAVELIEF 2GNES JEZNNE C.E. 000000000131100

NO. CUOTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00

- SOCIO INDUSTRIAL (S)

CHAVAEPO JORGE C.C. 000000016205330

NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

SUARET DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.O. Q00000035456344

NGO, CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

PENA VALENZUELA DANIEL C.C. 000000079518915

NC. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

MARIN RUALES GERMAN HUMBERTO C.C. 000000079155665

NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

TOTALES

NO. CUOTAS: 10,000.00 VALOR: $10,000.00

CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURAS PUELICAS NO. 001431 ¥ 001427 DEL 18 DE  MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIZ 06 DT BOGOTA D.C., INSCRITZ EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO BL MO. 0009912 Y 0009917, RREEPECTIVAMENTE DEL LIBFO
XIII, DE LAS MIL DOSCIENTZS ( 1200 ) PARTES DE INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES CGAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(6£00) PARTES ZESTAN GPAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARTIA A
FEVOR DE I1TAS SIGJIENTES PERSONAS GERMAN CAVELIER FTANCD,
EPVESTO CAVELIEP FRANCO, JORCE CAVELIER FRANCO, IWES CAVELIER
FPANCO, GUILLERMQ CAVELIER TFRANCO, EBELENMA CAVELIEF FRANCO

ALEJANDERO CAVELIER LY CAVE
CAVELIER FRANCO.

FRANCO, BEATRIZ
CERTIFICA:
LEGAL: EL REPRESENTANTE
GCRMAN  CAVELIER GAVIRIA
VITALICIO, PARTICIFRARA 1
EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLE
CUANDO Lo E3TIME R
BN CAS
COLECTIVOS
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~——ESTATUTOS

CERTIFICA:
** NOMBRAMIENTOS **
QUE POR NO. 12 DE JUNTA DE SOCIOS DEL 14 DE AGOSTO DE 20092, INSCRITA
EL 24 DE SEPTIEMBRE DE 2009 BAJO EL NUMERO 00012200 DEL LIBRO XIII,
FUE (RON) NOMBRADO (8):

NOMBRE IDENTIFICACION
DIRECTOR (REPRESENTANTE LEGAL DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO)
GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000019066425

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN ' C.C. 000000002877924
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE OTRAS PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y
DESISTIR Y PARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE EN AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C )
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL. CONSEJO SUPERIOR 'PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI COMO RETIRARLOS Y
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACIONES CUYO

MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA ( 180 )
SALARIOS MINIMOS MENSUALES, SU CELEBRACION REQUERIRA LA
APROBACION PREVIA DEL CONSEJO SUPERIOR.

CERTIFICA:

*% REVISOR FISCAL *x*

QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29
DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
(RON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024
CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTABLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRO AQUI CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5) DIAS HABILES
DESPUES DE LA FECHA DE INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE
RECURSOS EN LA VIA GUBERNATIVA.

* ko EL PRESENTE CERTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISO DE * ok Ok
* K FUNCIONAMIENTO EN NINGUN CASO * ok %

SENOR EMPRESARIO, SI SU EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERIORES A 30.000
SMIMV Y UNA PLANTA DE PERSONAL DE MENOS DE 200 TRABAJADORES, USTED
TIENE DERECHO A RECIBIR UN DESCUENTO EN EL PAGO DE LOS PARAFISCALES DE
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75% EN BL FRIMER ANO DE CONSTITUCION DE SU EMDRESA v, DE 50% EN EL
SEGUNDO ANO Y DE 25% EN EL TERCER ANO. LEY 590 DE 2000 Y DECRETO 525

DE 2009.

EL. SECRETARIO DE LA CAMARA DE COMERCIO, |
VALOR : $ 3,600 i

DE CONFORMIDAD CON BL DECRETO 2150 DE 1995 ¥V LA AUTOPIZACTION IMPAR “TIDA
POR LA ZUPERINTENDENCIZ DE INDUSTRIA Y COMEPCIOQ, MEDIANTE RBL QFICIO
DEL 12 DE NOVIEMERE DE 19956, LA FIEME MECANTCRL QUE APARECE A

CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ FARA TODOS LOS EFZCTOS LLGALES

XV
ol

COMGNOTARIY SEVTA TET DIRSULE TIE RoeATe:
DL HAGD E NSTAR G LAFO;UL e “r%..:i”‘:

i CUE :HE . TENIDG! ;
STAD G REFUBLICA DE Gl CASIA

- 1 MAR 2010
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IMFRESO EN DICIEMBRE 1° OC 1039 POR COIVFRINT EDITORIAL LTDA - NIT 830.026.050.6

i L

342146

Bl

7.700004

legalizado
Presente el seiior CARLOS ALBERTO GALLON
GIRALDO, domiciliado en Bagota, identificadc  como

.~ aparece al pie de su firma y manifestd que esta conforme

con &l contenido de esta escritura publica

HASTA AQUI LA MINUTA PRESENTADA
OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION: LEIDA la presente escritura por los

comparecientes y habiéndoseles hecho las advertencias scbre los tramites y
formalidades de rigor'le impartieron su aprobacion y para constancia la firman

ante mi el NOTARIO QUE AUTORIZA

DERECHOS NOTARIALES: $ 42.860.00 =~ = = = = = = = = = = =
IVA 16% $ 17.365.dé ----- — e e e et e —a -

PAPEL NOTARIAL: esta escritura ha quedado extendida en las hojas de papel

sellado notarial nimeros:

2 %

7=700004=242153 '« 7-700004-342146 "= = = = = = = = -~ - - -

EN BLANCO... EN BLANCO

OTORGANTE

CARLOS ALBERTO GALLON GIRALDO

CC. (Y4Ub& L2y /By -
TEL 33y 30 |
REPRESENTANTE LEGAL DE CAVELIER ABOGADOS

: VRt ARTURD <
NOTARIA SEXTA (6a) DE BOGOTAD.C.

TNSV10.FG.ANGELIL

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCTLO HOTARIAL  NOQ TIEME COSTO PARA L USUARIO
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ES FIEL % CLGRTS COPLA (FOTOOOPLA) TOMSDN DE LA BESCRITURA
PUBLLCS MUMERD 1098 DE FECHA 01 DE MARTD DE 2000,

PRSI EEPTED BEMOLD MOIAES RUBERDCADSD BN SUD MARGEMES,

Lo CUAL CARECE DE MOTRS DE REVOCETORLA, MODIFRCSCEOM O
SLUSTITUCION, POR TANTD SE FRESUME WIGEMTE EL PODER EM ELLA
M TR T

NIRRT, DD, DL JLIMIC DIE 3010

FriEm L LR Ol D 24008
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Industria y Comaercio

EUTF ERIMTEN O EWSTE

SUPERINTENDENLIA DE INDLISTRIA 4 COMERCIO
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No. 10-068105. )
F!thJ 2010-05-04 17- 008,

PATENTE-DE INVENCION D

Tra 11 PATENTEr ﬁP -U‘ODI RHNUEVAS:R
At 411 PREZEMTACION E i 3;_&”’:”%'- AL

MODELG DE UTILIDAD [ ] Art 33 Decisién 436/00

Indicacion que se

saolicita una patenta

4a.

dluo

Da

Descripcidn di la invencion

de identilicacidn del salicitante o ds la persona que presenta la solicitud

Dibujos de se

restos pertinentes

asas esia

blecidas

O

Comprobante de pago de las @a (De zer &l cazo formato

[]

de destuenio)

Coampleta Incompleta

-

/7 .
PATENTE Iﬁ;INVENCIGN PCT @/MDDELO DE UTILIDAD PCT D Art.23 Decisidn 466/00, Circular Unica

@ 7 Indisacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en ezpaficl, tal come fue presantada inicialimente (capitulo desariptive,

reivindicatorio, resurmen)

[]

Comprobants

Completa

Dibujos de zer

eelos pertinantes

de pago de las lazas

]

- -
Do

tablecidas (de ser el casa formato de descusnta)

incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ |

(Art. 119 Decisién 486/00)

|_, Indicacién que se solicita Disefio industrial

[:l Daios de ideniificacién del salicitants o de la 1 persona que presenta la solicitud

D Fepresentac '. idn grafica y fotografica del Disedo industrial o mueatra del matzrial gue incorpors el
disefio

]

Caomprobanie de pago de las tasas establecidas

Coinpleta l:l Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO || (Art. 52 Decisién 486/00)

Indicacian que se salicita un esquema de trazado

Datos de identificacidn del aolicitanie o d2 la persona que presenta la salicitud

Representacidn grafiza de un esquema de trazado

Comprobants de paga ds las

Completa D

HENNEE

Incompleta [:]

PIN?-FNAR 12009-11-18)
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDIER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Orgunization
International Burcan

(43) International Publication Date
22 May 2009 (22.05.2009)

(10) International Publication Number

WO 2009/062690 A1

(51) International Patent Classification:
CO7K 16/28 (2006.01) AGIK 317704 (2006.01)
AGIK 39/395 (2006.01) AGIK 31/282 (2006.01)
CI2N 15/13 (2006.01) AGIP 35/00 (2006.01)
(21) Imiernaiional Application Number:
PCT/EP2008/009548
(22) International Filing Date:
12 November 2008 (12.11.2008)
(25)

Filing Language: English

(26) Publication Language: English

(30) Priority Data:

07021931.6 12 Hovemoer 2007 (12.11.2007) EF

(71) Applicant (for all designared Siaies excepr US): U3
PHARMA GMDH [DLE/DE]; Bunscnstrasse 1, £2152
Martinsried (DE).

(72)
)

Inventors; and

Invenlers/Applizants (for US only)i HETTMANN,
Thore [DE/MDE]; Am Stadtpark 38d, 81243 Miinchen
(DL). NILWOLNER, Jens |DE/DLJ; Schuchste. 13,
21477 Miinchen (DE). RUHE, Jens (DE/DE]; Fepleiweg
8, 82152 Martincricd (DE). WIRTZ, Peter [DE/DE];
Buchendorfer Str. 24, 82131 Gauiing (DE). SELLE,
Kerstin [DE/DE]; Fohrengrund 6, 82349 Pentenried
(DE). ZWICK-WALLASCH, Lsther [DE/DE]; Frith-
lingsstrasse 112, 82131 Gauting (DE). ROTHE, Mile
[DE/DE]; Blisenstrasse 4, 82152 Vrailling (DE).

(74) Agents: WEICKMANN & WEICKMANN c! al.; Post-
fach 560 520, 81635 Miinchen (IDT3).

(81) Designated Q@n othenvise indicated, for every

kind afr}.mfn?u’ piotectfon available): AL, AG, AL, AM,

AQ, A A, AT BALER, BG, BH, B, BW, B, BT, CA,

ClEA 1,20, CR, "’Tf: CZ,DE, DE, DM, DO, DZ, EC, BR,

)E), ES, FI, GB/EJ]), GE, GH, GM, GT, HN, HR, 11U, 1D,

WL, NLIS, TR

/ gli, 1.5 ;'I,/‘U, LY, MA, MDD, ME, MG, MIZ, MIT, MW,

/ MM M7, TTA TIG, T TG, 117, OM, PG, P PL, PT,

PO, 1S, MU, BC, ED, SE, 5G, €Y, C1., M, ST, 5V, EY, TJ,

™, T, TP, TT, T7., UA, UG, UG, U, VC, V1T, T4, TM,
ZW.

L VG VM EIL VR L Y LA L, LY,

(84) Designated States (unless otherwise indicatzd, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
CGM, Y, L5, MW, M 114, O, L, OO, T2, UG, °M,
W), Eurasian (AM, 225 BY, VG, Y2, ML, PU, T1, TM),
LBuropean (AT, BL, BG, CI], =, DI, DI, B, BS, FI,
K, GE, G, H, HU, IE IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL,
HO, PL, PT, PO, CF, 81, SY, TR), OAPI (BF, BJ, CF, =G,
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AXL antibodies

Description

" The present invention refers to antibodies, particularly to monoclonal
antibodies, which bind to the extracellular domain of the AXL receptor
tyrosine kinase and which at least partially inhibit AXL activity.

10 Background
The AXL (Ark, UFO, Tyro-7) receptor tyrosine kinase is a member of the

Tyro-3 family of kinases with the other members being Mer (Eyk, Nyk,
Tyro-12) and Sky (Rse, Tyro-3, Dtk, Etk, Brt, Tif). It is activated by binding of
the heterophilic Iigahd Gas6, a 70-kDa protein homologous to the anti-
15 coagulation factor protein S. In contrast to other receptor tyrosine kinases,
AXL tyrosine phosphorylation can also be induced by homophilic binding. |
AXL activation leads to;signalling through PI-3-kinase/Akt (Franke et al.,
Oncogene 22: 8983-8998, 2003) and other major pathways like Ras/Erk and
B-catenin/TCF (Goruppi et al., Mol. Cell Biol. 21: 902-915, 2001).
20
AXL is weakly expressed in a range of normal tissues, including brain, heart,
skeletal muscle, the organ capsules and connective tissues of several other
organs, and in monocytes, but not lymphocytes. Akt phosphorylation
induced by AXL has been described in survival of fibroblasts (Goruppi et al
25 Mol Cell Biol 17: 4442-4453 1997), endothelial cells (Hasanbasic et al., Am J
Physiol Heart Circ Physiol, 2004), vascular smooth muscle cells (Melaragno
et al., J. Mol. Cell Cardiol. 37: 881-887, 2004) and neurons (Allen et al., Mol.
Endocrirol. 13: 191-201 1999). Furthermore, AXL plays a role in cell-
adhesion and chemotaxis. AXL knockouts display impaired platelet
a3 aggregate stabilization and thrombus formation as a result of reduced
activation of the platelet integrin 11b3.

AXL overexpression has been demonstrated in various cancer types, e.g.
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breast (Meric et al., Clin. Cancer Res. 8: 361-367, 2002; Berclaz et al., Ann.
Oncol. 12: 819-824, 2001), colon (Chen et al., Int. J. Cancer 83: 579-584,
1999; Craven et al., Int. J. Cancer 60: 791-797, 1995), prostate (Jacob et al.,
Cancer Detect. Prev. 23: 325-332, 1999), lung (Wimmel et al., Eur J Cancer
37: 2264-2274, 2001), gastric (Wu et al., Anticancer Res 22: 1071-1078,
2002), ovarian (Sun et al., Oncology 66: 450-457, 2004), endometrial (Sun et
al., Ann. Oncol. 14: 898-906, 2003), renal (Chung et al., DNA Cell Biol. 22:
533-540, 2003), hepatocellular (Tsou et al.,, Genomics 50:331-340, 1998),
thyroid (lio et al., Thyroid 12:971-975, 2002; lto &t al., Thyroid 9: 563-567,
1999), and esophageal carcinoma (Nemoto et al., 1997), furthermore in CML
(Janssen et al.,, A novel putative tyrosine kinase receptor with oncogenic
potential. Oncogene, 6: 2113-2120, 1991; Braunger et al., Oncogene
14:2619-2631 1997; O'Bryan et al.: Mol Cell Biol 11:5016-5031,1991), AML
(Rochiitz et al., Leukemia 13: 1352-1358, 1999), osteosarcoma (Nakano et
al., J. Biol. Chem. 270:5702-5705, 2003) melanoma (van Ginkel et al.,.
Cancer Res 64:128-134, 2004) and in head and neck squamous cell
carcinoma (Green et al., Br J Cancer. 2006 94:1446-5, 2006).

Moreover AXL has been identified as a metastasis-associated gene that is
upregulated in aggressive breast cancer cell lines compared to non-invasive
cells. In vitro, AXL activity was found to be required for migration and
invasion, and this activity could be inhibited by antibody treatment
(WO04008147). Similarly, abrogation of AXL activity in vivo, either via
expression of a dominant negative version of AXL (Vajkoczy, P., et al., Proc.
Nall. Acad. Science U.S.A. 103: 5799-5804. 2005) or by siRNA mediated
downregulation of AXL (Holland et al.,, Cancer Res. 65: 9294-9303, 2005)
prevented subcutaneous and orthotopic cell growth in murine xenograft
experiments.

So far two antibodies that bind to AXL and posses biological activity have
been described. One antibody is capable of reducing AXL mediated cell
invasion (WO04003147) whereas the other antibody has been reported to
reduce AXL/Ligand interaction. However both antibodies are polyclonal
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rendering them unisuitable for therapeutic administration.

Thus in light of the therapeutic potential of AXL there is a high need for
monoclonal AXL antibodies, antibody fragments or derivatives thereof that

- effectively and specifically block AXL mediated signal transduction and which

are suitable for therapeutic treatment.

Accordingly a first aspect of the present invention relates to a monocional
antibody including a fragment or derivative thereof that binds to the
extraceltular domain of AXL, particularly of human AXL, and at least partially
inhibits AXL activity. '

Preferably the antibody of the present invention further possesses at least

~ one or more of the following properties: the ability to reduce or block AXL-

mediated signal transduction, the ability to reduce or block AXL
phospharylation, the ability to reduce or block cell proliferation, the ability to
reduce or block angiogenesis, the ability to reduce or block cell migration,
the ability to reduce or block tumor metastasis, the ability to reduce or block
AXL mediated PI3K signaling and the ability to reduce or block AXL
mediated anti-apoptosis, thereby increasing for example the sensitivity of a
cell against treatment with an antineoplastic agent. Moreover the antibodies
of the present invention may exhibit high specificity for AXL, particularly
human AXL and do not significantly recognize other Tyro-3 family members,
e.g. MER and/or SKY and/or mammalian non-primate AXL, such as murine
AXL. Antibody specificity may be determined by measurements of cross-
reactivity as described in the Examples.

The term "activity" refers to the biological function of AXL, which influences
the phenotype of a cell, in particular but not limited to cancer phenotypes
such as evasion of apoptosis, self sufficiency in growth signals, cell
proliferation, tissue invasion and/or metastasis, inse‘hsitivity to anti-growth
signals (anti-a'poptosis) and/or sustained angiogenesi;.
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The term “AXL mediated signal transduction” means the activation of second
messenger pathways triggered by direct or indirect interaction of AXL with

second messenger molecules.

The term "AXL phosphorylation” refers to the phosphorylation of amino acid
residues, preferably tyrosine residues, either by a second AXL protein
(transphosphorylation) or by another protein having protein kinase activity.

" The term “cell proliferétion"'refers to all AXL-involving processes underlying

the reproduction of human cells, in particular but not limited to human cancer
cells. They contribute to or result in the replication of cellular DNA,
separation of the duplicated DNA into two equally sized groups of
chromosomes, and the physical division (called cytokinesis) of entire bells,
and shall be stimulated or mediated by non-catalytic or catalytic activities
of AXL, preferably including AXL phosphorylation and/or AXL-mediated
signal transduction.

The term “angiogenesis” refers to all AXL-involving processes that contribute
to the growth of new blood vessels from pre-existing vessels, in particular
but not limited to new tumor supplying blood vessels. These processes
include multiple cellular events such as proliferation, survival, migration and
sprouting of vascular endothelial cells, attraction and migration of pericytes
as well as basal membrane formation for vessel stabilization, vessel
perfusion, or secretion of angiogenic factors by stromal or neoplastic cells,
and shall be stimulated or mediated by non-catalytic or catalytic activities of
AXL, preferably including AXL phosphorylation and/or AXL-mediated signal
transduction. ' | '

The term “metastasis” refers to all AXL-involving processes that support
cancer cells to disperse from a primary tumor, penetrate into lymphatic
and/or blood vessels, circulate through the bloodstream, and grow in a
distant focus (metastasis) in normal tissues elsewhere in the body. In

particular, it refers to cellular events of tumor cells such as proliferation,
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migration, anchorage independence, evasion of apoptosis, or secretion of
angiogenic factors, that underly metastasis and are stimulated or mediated
by non-catalytic or catalytic activities of AXL, preferably including AXL
phosphorylation and/or AXL-mediated signal transduction.

The term “AXL mediated anti-apoptosis” refers to all AXL-involving
processas that prevent human cells, preferably but not limited to human
cancer cells from programmed cell death (apoptosis). In particular, it refers
to processes that prevent human cells, preferably but not limited to human
cancer cells from induction of apoptosis through growth factor withdrawal,
hypoxia, exposure to chemotherapeutic agents or radiation, or initiation of
the Fas/Apo-1 receptor-mediated signaling, and are stimulated or mediated
by non-catalytic or catalytic activities of AXL, preferably including AXL
phosphorylation and/or AXL-mediated signal transduction.

in addition, the present invention includes antibodizs whose binding activities
to AXL are KD = 10° M or lower, preferably KD = 107 M or lower, and most
preferably KD = 10* M or lower. Whether the binding activity of an antibody
of the present invention to AXL is KD = 10* M or lower can be determined by
methods known to those skilled in the art. For example, the activity can be
determined using surface plasmon resonance with Biacore, and/or by ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assays), EIA (enzyme immunoassays), RIA
(radioimmunoassays), or fluorescent antibody techniques, e.qg. FACS.

In a second aspect, the antibody may have at least one antigen binding site,
e.g. one or two antigen binding sites. Further, the antibody preferably
comprises at least one heavy immunoglobulin chain and at least one light
immunoglobulin chain. An immunoglobulin chain comprises a variable
domain and optionally a constant domain. A variable domain may comprise
complementary determining regions (CDRs), e.g. a CDR1, CDR2 and/or
CDR3 region, and framework regions. The term "complementary
determining region” (CDR) is well-defined in the art (see, for example,
Harlow and Lane, "Antibodies, a Laboratory Manual", CSH Press, Cold
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Spring Harbour, 1988) and refers to the stretches of amino acids within the
variable region of an antibody that primarily makes contact with the antigen.

A further aspect of the present invéntion relates td an antibody including a
fragment or derivative thereof that binds to the extracellular domain of AXL
which comprises at least one heavy chain amino acid sequence comprising
at least one CDR selected from the group consisting of

(a) a CDRH1 as shown in SEQ ID NOs: 16, 22, 28, or a CDRH1

sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(h) a CDRH2 as shown in SEQ ID NOs: 17, 23, 29, or a CDRH2
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and

(c) a CDRH3 as shown in SEQ ID NOs: 18, 24, 30, or a CDRH3
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

and/or at least:
one light chain amino acid sequence comprising at least one CDR selected
from the group consisting of

(d) . a CDRL1 as shown in SEQ . ID NOs: 13, 19, 25, or a CDRL1
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(e) a CDRL2 as shown in SEQ ID NOs: 14, 20, 26, or a CDRL2
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and

H a CDRL3 as shown in SEQ !D NOs: 15, 21, 27, or a CDRL3
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

or a monoclonal antibody recognizing the same epitope on the extracellular
domain of AXL.

In a preferred embodiment, the antibody comprises a heavy chain
comprising at least one CDR selected from the group consisting of

(a) a CDRH1 as shown in SEQ ID NO: 16, or a CDRH1 sequence
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differing in 1 or 2 amino acids therefrom,
(b) a CDRH2 as shown in SEQ ID NO: 17, or a CDRH2 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and

N (5) a CDRH3 as shown in SEQ 1D NO: 18, or a CDRH3 sequence

differing in 1 or 2 amino acids therefrom,
and/or a light chain comprising at least one CDR selected from the group
consisting of

| (d) a CDRL1 as shown in SEQ 1D NO: 13, or a CDRL1 sequence

differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(e) a CDRL2 as shown in SEQ 1D NO: 14, or a CDRL2 sequence
differing in one or two amino acids therefrom, and |

1)) a CDRL3 as shown in SEQ 1D NO: 15, or a CDRL3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

or an monoclonal antibody recognizing the same epitope on the extracellular
domain of AXL. |

In a further preferred embodiment, the antibody comprises a heavy chain
comprising at least one CDR selected from the group consisting of

(@) a CDRH1 as shown in SEQ ID NO: 22, or a CDRH1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, ' '

(b) ‘a CDRH2 as shown in SEQ ID NO: 23, or a CDRH2 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and

(c) a CDRH3 as shown in SEQ 1D NO: 24, or a CDRH3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

and/or a light chain comprising at least one CDR selected from the group
consisting of

(d) " a CDRL1 as shown in SEQ 1D NO: 19, or a CDRL1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(e) a CDRL2 as shown in SEQ 1D NO: 20, or a CDRL2 sequence
differing in one or two amino acids therefrom, and

(f) a CDRL3 as shown in SEQ 1D NO: 21, or a CDRL3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,
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or an monoclonal antibody recognizing the same epitope on the extracellular
domain of AXL.

In a yet further preferred embodiment, the antibody comprises a heavy chain
comprising at least one CDR selected from the group consisting of

(a) a CDRH1 as shown in SEQ ID NO: 28, or a CDRH1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(b) a CDRH2 as shown in SEQ ID NO: 29, or a CDRH2 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and

(c) a CDRH3 as shown in SEQ 1D NO: 30, or a CDRH3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, |
and/or a light chain comprising at least one CDR selected from the group
consisting of

(d) a CDRL1 as shown in SEQ 1D NO: 25, or a CDRL1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(e) a CDRL2 as shown in SEQ 1D NO: 26, or a CDRL2 sequence
differing in one or two amino acids therefrom, and ‘
) a CDRL3 as shown in SEQ 1D NO: 27, or a CDRL3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

or an manoclonal antibody recognizing the same epitope on the extraceliular
domain of AXL. !

In another embodiment, the present invention refers to an antibody
comprising a heavy chain amino acid sequence selected from the group
consisting of SEQ ID NOs: 8, 10, 12 or at least the variable domain thereof
or an amino acid sequence having a sequence identity of at least 90%

~ thereto and/or a light chain amino acid sequence selected from the group

consisting of SEQ. ID NOs: 7, 9, 11 or at least the variable domain thereof or
an amino acid sequence having a sequence identity of at least 90% thereto
or to an antibody recognizing the same epitope on the extracellular domain
of AXL.
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As used herein, "sequence identity" between two polypeptide sequences,
indicates the percentage of amino acids that are identical between the
sequences. Preferred polypeptide sequences of the invention have a
sequence identity of at least 90%. a

in a particular preferred embodiment, the antibody is selected from the group -

consisting of 11B7, 11D5, 10D12 or an antibody recognizing the same

epitope on the extraceliular domain of AXL.

The antibody 'may be any antibody of natural and/or synthetic origin, e.g. an
antibody of mammalian origin. Preferably, the constant domain -if present- is
a human constant domain. The variable domain is preferably a mammalian
variable domain, e.g. a humanized or a human variable domain. More
preferably, the antibody is a chimeric, humanized or human antibody.

The antibody of the invention may be of the IgA-, IgD-, IgE, 1gG-or IgM-type,
preferably of the IgG-or IgM-type including, but not limited to, the igG1-,
lgG2-, 1gG3-, 1gG4-, IgM1-and IgM2-type. In most preferred embodiments,
the antibody is of the human 1gG1-, |gG2-or IgG4-type.

As discussed, supra, there are a number of isotypes of antibodies. It will be
appreciated that antibodies that are generated need not initially possess
such an isotype but, rather the antibody as generated can possess any
isotype and that the antibody can be isotype-switched by using the
molecularly cloned V region genes or cloned constant region genes or
cDNAs in appropriate expression vectors using conventional molecular
biological techniques that are well known in the art and then expressing the
antibodies in host cells using techniques known in the art

The term antibody includes "fragments” or "derivatives”, which have at least
one antigen binding site of the antibody. Antibody fragments include Fab
fragments, Fab' fragments F(ab'). fragments as well as Fv fragments.
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Derivatives of the antibody include single chain antibodies, nanobodies, and
diabodies. Derivatives of the antibody shall also include scaffold proteins

. having an antibody-like binding activity that bind to AXL.

Within the context of the present invention, the term "scaffold protein”, as
used herein, means a polypeptide or protein with exposed surface areas in
which amino acid insertions, substitutions or deletions are highly tolerable.
Examples of scaffold proteins that can be used in accordance with the
present invention are protein A from Staphylococcus aureus, the bilin binding
protein from Pieris brassicae or other lipocalins, ankyrin repeat proteins, and
human fibronectin (reviewed in Binz and Pliickthun, Curr Opin Biotechnol,16:
459-69, 2005). Engineering of a scaffold protein can be regarded as grafting
or integrating an affinity function onto or into the structural framework of a
stably folded protein. Affinity function means a protein binding affinity
according to the present invention. A scaffold can be structurally separable
from the amino acid sequences conferring binding specificity. In general,
proteins appearing suitable for the development of such artificial affinity
reagents may be obtained by rational, or most commonly, combinatorial
protein engineerinAg techniques such as panning against AXL, either purified
|)i'otein or protein displayed on the cell surface, for binding agents in an
artificial scaffold library displayed in vitro, skills which are known in the art
(Skerra, J. Mol. Recog., Biochim Biophys Acta, 1482: 337-350, 2000; Binz
and Plackthun, Curr Opin Biotechnol, 16: 459-69, 2005). In addition, a
scaffold protein having an antibody like binding activity can be derived from
an acceplor polypeptide containing the scaffold domain, which can be
grafted with binding domains of a donor polypeptide to confer the binding
specificity- of the donor polypeptide onto the scaffold domain containing the
acceptor polypeptide. The inserted binding domains may include, for
example, at least one CDR of an anti-AXL antibody, preferably at least one
selected from the group of SEQ ID NOs: 13-30. Insertion can be
accomplished by various methods known to those skilled in the art including,
for example, polypeptide synthesis, nucleic acid synthesis of an encoding
amino acid as well by various forms of recombinant methods well known to
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those skilled in the art.

As has been indicated above, the specificity of the antibody, antibody
fragment, or a derivative thereof lies in the amino acid sequence of the CDR.
The variable domain (the heavy chain VH and light chain VL)' of an antibody
preferably comprises three complementary determining regions sometimes
called hypervariable regions, flanked by four relatively conserved framework
regions or "FRs". Often, the spebiﬁcity of an antibody is determined or
largely determined by a CDR, such as a CDR of the VH chain or a plurality of
CDRs. The person skilled in the art will readily appreciate that the variable
domain of the antibody, antibody fragment or derivative thereof having the
above-described CDRs can be used for the construction of antibodies of
further improved specificity and biological function. Insofar, the present

invention encompasses antibodies, antibody fragments or derivatives thereof

- comprising at least one CDR of the above-described variable domains and

which acdvantag=ously have substantially the same, similar or improved
binding properties as the antibody described in the appended examples.
Starting from an antibody that comprises at Iéast one CDR as recited in the
attached sequence listing and required by the embodiments of the invention,
the skilled artisan can combine further CDRs from the originally identified
monoclonal antibodies or different antibodies for an enhanced specificity
and/or affinity. CDR grafling is well-known in the art and can also be used to
fine-tune the specific affinity and other properties of the antibody, fragment
or derivative thereof of the invention, as long as the original specificity is
retained. It is advantageous that the antibody, fragment or derivative
comprises at least two, more preferred at least three, even more preferred at
least four or at least five and particularly preferred all six CDRs of the original
donor antibody. In further alternatives of the invention, CDRs from different
originally identified monoclonal antibodies may be combined in a new
antibody entily. In these cases, it is preferred that the three CDRs of the

- heavy chain originate from the same antibody whereas the three CDRs of

the light chain all originate from a different (but all from the same) antibody.

The antibodies of the present invention or their corresponding
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immunoglobulin chain(s) can be further modified using conventional
techniques known in the art, for example, by using amino acid deletion(s),
insertion(s), substitution(s), addition(s), and/or recombination(s) and/or any
other modification(s) known in the art either alone or in combination.
Methods for introducing such modifications in the DNA sequence underlying
the amino acid sequence of an immuncglobulin chain are well known to the
person skilled in the art; see, e.g., Sambrook, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y.

The antibodies, antibody fragments of derivative thereof are optionally
deimmurnized for therapeutic purposes. A deimmunized antibody is a protein
devoid of or reduced for epitopes that can be recognized by T helper
lymphozytes. An example how to identify said epitopes is shown in Tangri et
al., (J Immunol. 174: 3187-96, 200%). The manufacture of deimmunized
antibody fragments or derivative thereof may be carried out as described in
U.S. Pat. Nos. €,054,297, 5,886,152 and 5,877,293.

In one embodiment the antibodies herein specifically include "chimeric”
antibodies (immunoglobulins) in which a portion of the heavy and/or light
chain is identical with or homologous to corresponding sequences in
antibodies derived from a particular species or belonging to a particular
antibody class or subclass, while the remainder of the chain(s) is identical
with or hamologous to corresponding sequences in antibodies derived from
another species or belonging to another antibody class or subclass, as well
as fragments of such antibodies, so long as they exhibit the desired
biological activity (U.S. Pat. No. 4,816,567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). The production of chimeric antibodies is
described, for example, in WO 89/09622.

Preferably, the present invention refers to a chimerized antibody comprising
a heavy chain amino acid sequence selected from the group consisting of
SEQ ID NOs: 38, 39, 41, 42 or at least the variable domain thereof or an

amino acid sequence having a sequence identity of at least 90% thereto
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and/or a light chain amino acid sequence selected from the group consisting
of SEQ. ID NOs: 37, 40 or at least the variable domain thereof or an amino
écid sequence having a sequence identity of at least 90% thereto or to an
antibody recognizing the same epitope on the extracellular domain of AXL.

In a further embodiment the antibodies of the present invention are
humanized or fully human antibodies. Humanized forms of the antibodies
may be generated according to the methods known in the art such as
chimerization or CDR grafting. Alternative methods for the production of

- humanized antibodies are well known in the art and are described in, e.g.,

EP-A1 0 239 400 and W090/07861. Generally, a humanized antibody has
one or more aminc acid residues introduced into it from a source which is
non-human. These non-human amino acid residues are often referred to as
"import" residues, which are typically taken from an "import" variable domain.
Humanization can be for example performed following the method of Winter
and co-workers (Jones et al., Nature, 321:522-625 (1936); Riechmann et al.,
Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536
(1988)), by substituting CDRs or CDR sequences of non human origin for
the corresponding sequences of a human antibody. Accordingly, such
"humanized" antibodies are chimeric antibodies (U.S. Pat. No. 4,816,567)
wherein substantially less than an intact human variable domain has been
substituted by the corresponding sequence from a non-human species. In
practice, humanized antibodies are typically human antibodies in which
some CDR residues and possibly' some FR residues are substituted by
residues from analogous sites in non human antibodies.

Preferably, the present invention refers to a humanized antibody comprising
a heavy chain amino acid sequence selected from the group consisting of
SEQ ID NOs: 44, 46 or at least the variable domain thereof or an amino acid
sequence having a sequence identity of at least 90% thereto and/or a light
chain amino acid sequence selected from the group consisting of SEQ. ID
NOs: 43, 45 or at least the variable domain thereof or an amino acid
sequence having a sequence identity of at least 90% thereto or to an
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antibody recognizing the same epitope on the extracellular domain of AXL.

One method for generating fully human antibodies is through the use of
XenoMouse® strains of mice that have been engineered to contain up to but
less than 1000 kb sized germline configured fragments of the human heavy
chain locus and kappa light chain locus. See, Mendez et al., , (Nature
Genetics 15:146-156 1997), and Green and Jakobovits, ,(J. Exp. Med.
188:483-495, 1998). The XenoMouse® strains are available from AMGEN,
Inc. (formerly ABGENIX, Fremont, CA).

The production of the XenoMouse® strains of mice is discussed and
delineated in U.S. Patent Application Serial Nos. 07/466,008, filed January
12, 1990, 07/610,515, filed November 8, 1990, 07/919,297, filed July 24,
1992, 07/922,649, filed July 30, 1992, 08/031,801, filed March 15, 1993,
08/112,848, filed August 27, 1993, 08/234,145, filed April 28, 1994,
08/376,279, filed January 20, 1995, 08/430, 938, filed April 27, 1995,
08/464,584, filed June 5, 1995, 08/464,582, filed June 5, 1995, 08/463,191,
filed June 5, 1995, 08/462,837, filed June 5, 1995, 08/486,853, filed June 5,
1995, 08/486,857, filed June 5, 1995, 08/436,859, filed June 5, 1995,
08/462,513, filed June 5, 1995, 08/724,752, filed October 2, 1996,
08/759,620, filed December 3, 1996, U.S. Publication 2003/0093820, filed
November 30, 2001 and U.S. Patent Nos. 6,162,963, 6,150,584, 6,114,598,
6,075,181, and 5,939,598 and Japanese Patent Nos. 3 068 180 B2, 3 068
506 B2, and 3 068 507 B2. See, also European Patent No., EP 0 463 151
B1, grant published June 12, 1996, Intemationél Patent Application No.,
WO09402602, published February 3, 1994, International Patent Application
No., WO96G34096, published October 31, 1996, W0O9824893, published June
11, 1998, WO0076310, published December 21, 2000. The disclosures of
each of the above-cited patents, applications, and references are hereby
incorporated by reference in their entirety.

In an alternative approach, others, including GenPharm International, Inc.,
have utilized a “minilocus” approach. In the minilocus approach, an
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exogenous Ig locus is mimicked through the inclusion of pieces (individual
genes) from the Ig locus. Thus, one or more VH genes, one or more DH
genes, one or more JH genes, a mu constant region, and usually a second
constant region (preferably a gamma constant region) are formed into a
construct for insertion into an animal. This approach is described in U.S.
Patent No. 5,645,807 to Surani et al. and U.S. Patent Nos. 5,545,806,
5,625,825, 5,625,126, 5,633,425, 5,661,016, 5,770,429, 5,789,650,
5,814,318, 5,877,397, 5,874,299, and 6,255,458 each to Lonberg and Kay,
U.S. Patent No. 5,591,669 and 6,023.010 to Krimpenfort and Berns, U.S.
Patent Nos. 5,612,205, 5,721,367, and 5,789,215 to Berns et al., and U.S.
Patent No. 5,643,763 to Choi and Dunn, and GenPharm International U.S.
Patent Application Serial Nos. 07/574,748, filed August. 29, 1990,
07/575,962, filed August 31, 1990, 07/810,279, filed December 17, 1991,
07/853,408, filed March 18, 1992, 07/904,068, filed June 23, 1992,
07/990,860, filed December 16, 1992, 08/053,131, filed April 26, 1993,
08/096,762, filed July 22, 1993, 08/155,301, filed November 18, 1993,
08/161,739, filed December 3, 1993, 08/165,699, filed December 10, 1993,
08/209,741, filed March 9, 1994, the disclosures of which are hereby
incorporated by reference. See, also European Patent No. 0 546 073 B1,
international Patent Application Nos. WO09203918, WQ09222645,
W09222647, WO09222670, WO09312227, WO9400569, WO09425585,
WO09614436, WO09713852, and WO09824884 and U.S. Patent No.
5,981,175, the disclosures of which are hereby incorporated by reference in
their entirety.

Kirin has also demonstrated the generation of human antibodies from mice
in which, through microcell fusion, large pieces of chromosomes, or entire
chromosomes, have been introduced. See, European Patent Application
Nos. 773 288 and 843 961, the disclosures of which are hereby incorporated
by reference. Additionally, KMTM mice, which are the result of cross- -
breeding of Kirin's Tc mice with Medarex’s minilocus (Humab) mice have
been generated. These mice possess the human IgH transchromosome of
the Kirin mice and the kappa chain transgene of the Genpharm mice (Ishida
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et al., , Cloning Stem Cells 4:91-102, 2002).

Human antibodies can also bhe derived by in vitro methods. Suitable
examples include but are not limited to phage display (CAT, Morphosys,
Dyax, Biosite/Medarex, Xoma, Symphogen, Alexion (formerly Proliferon),
Affimed) ribosome display (CAT), yeast digplay, and the like.

Far therapeutic purposes, the antibody may be conjugated with a therapeutic
effector group, e.g. a radioactive group or a cylotexic group.

For diagnostic purposes, the antibody may be labelled. Suitable labels
include radioactive labels, fluorescent labels, or enzyme labels.

Further antibodies to be utilized in accordance with the present invehtion are
so-called xenogenic antibodies. The general principle for the production of
xenogenic antibodies such as human antibodies in mice is described in, e.g.,
W09110741, WO 9402602, WO 9634096 and WO 9633735.

As discussed above, the antibody of the invention may exist in a variety of
forms besides complete antibodies; including, for example, Fv, Fab" and
F(ab’). as well as in single chains; see e.g. W08809344.

If desired, the antibodies of the invention may be mutated in the variable
domains of the heavy and/or light chains to alter a binding property of the
antibody. For example, a mutation may be made in one or more of the CDR
regions to increase or decrease the Kd of the antibody for AXL, or to alter
the binding specificity of the antibody. Techniques in site directed
mutagenesis are well-known in the art. See, e.g.,, Sambrook et al. and
Ausubel et al., supra. Furthermore, mutations may be made at an amino
acid residue that is known to be changed compared to germline in a variable
region of an AXL antibody. In another aspect, mutations may be introduced
into one or more of the framework regions. A mutation may be made in a
framework region or constant domain to increase the haif-life of the AXL
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antibody. Sze, e.g., WO0009560. A mutation in a 'framework region or

constant domain may also be made to alter the immunogenicity of the
antibody, to provide a site for covalent or non-covalent binding to another
molecule, or to alter such properties as complement fixation. Mutations may
be made in each of the framework regions, the constant domain and the
variable regions in a single mutated antibody. Alternatively, mutations may
be made in only one of the framework regions, the variable regions or the
constant domain in a single mutated antibody.

In a further aspect, the antibody may have a constant domain with effector
functions, whereby AXL expressing cells which have bound the antibody,
antibody fragment or derivative thereof on the cell surface may be attacked
by immune system functions. For example, the antibody may be capable of
fixing compiement and participating in complement-dependent cytotoxicity
(CDC). Moreover, the antibody may be capable of binding to Fc receptors on
effector cells, such as monocytes and natural killer (NK) cells, and participate

- in antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC).

In yet a further aspect the antibodies of the invention are applicable for
therapeutic treatment, preferably for treatment of hyperproliferative diseases,
cardiovascular diseases, in particular artherosclerosis énd thrombosis,
diabetes related diseases, in particular glomerular hypertrophy or diabetic
nephropathy, and particularly of disorders associated with, accompanied by
or caused by AXL expression, overexpression or hyperactivity. The
hyperproliferative diseases are preferably selected from disorders
associated with, accompanied by or caused by AXL expression,
overexpression or hyperactivity, such as cancer, e.g. breast cancer, colon
cancer, lung cancer, kidney cancer, follicular lymphoma, myeloid leukemia,
skin cancer/melanoma, glioblastoma, ovarian cancer, prostate cancer,
pancreatic cancer, Barrett's esophagus and esophage'al cancer, stomach
cancer, bladder cancer, cervical cancer, liver cancer, thyroid cancer, and
head and neck cancer, or hyperplastic and neoplastic diseases or other AXL

expressing or overexpressing hyperproliferative diseases.
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In another aspect the antibodies of the present invention can be used for fhe
co-administration with an antineoplastic agent for the treatment of one of the
above mentioned disorders.

Co-administration as used herein includes the administration of an antibody
of the present invention with an antineoplastic agent, preferably an apoptosis
inducing antineoplastic agent. The term co-administration further includes
the administration of the éntibbdy ~of the present invention and the
antineopiastic agent, preferably an apoptosis inducing antineoplastic agent,
in the form of a single composition or in the form of two or more distinct
compositions, Co-administration includes the administration of an antibody of
the present invention with an antineoplastic agent, preferably an apoptosis
inducing antinzoplastic agent simultaneously (i.e. at the same time) or
sequentially, (i.e. at intervals).

The invention further relates to a nucleic acid molecule encoding the
antibody, antibody fragment or derivative thereof of the invention. The
nucleic acid molzcule of the invention encoding the above-described
antibody, antibody fragment or derivative thereof may be, e.g. DNA, cDNA,
RNA or synthetically produced DNA or RNA or recombinantly produced
chirmeric nucleic acid molecule comprising any of those nucleic acid
molecules either alone or in combination. The nucleic acid molecule may
also be genomic DNA corresponding to the entire gene or a substantial
portion thereof or to fragrnenis and derivatives thereof. Thé nucleotide.
sequence may correspond to the naturally occurring nucleotide sequence or
may contain single or multiple nucleotide - substitutions, deletions or
additions. In a particular preferred embodiment of the present invention, the

nucleic acid molecule is a cDNA molecule.

Preferably, the invention relates to an isolated nucleic acid molecule selected
from the group consisting of:
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(a) a nucleic acid sequence encoding a polypeptide of SEQ D NOs: 7-12,
13-30, 37-42, 43-46

(b) a nucleic acid sequence as shown in SEQ ID NOs: 1-6, 31-36

(c) a nucleic acid complementary to any of the sequences in (a) or (b); and
(d) a nucleic acid sequence capable of hybridizing to (a), (b) or (c) under
stringent conditions. '

The term "hybridizing under stringent conditions” means that two nucleic
acid fragments hybridize with one another under standardized hybridization
conditions as described for example in Sambrook et al., "Expression of
cloned genes in E. coli" in Molecular Cloﬁing: A laboratory manual (1989),
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, USA. Such conditions are
for example hybridization in 6.0xSSC at about 45° C. followed by a washing
step with 2.0xSSC at 50° C, preferably 2.0xSSC at 65°C, or 0.2xSSC at
50°C, preferably 0.2xSSC at 65°C.

The invention also relates to a vector comprising a nucleic acid molecule of
the invention. Said vector may be, for example, a phage, plasmid, viral or
retroviral vector. Retroviral vectors may be replication competent or
replication defective. In the latter case, viral propagation generally will occur
only in complementing host cells.

The nucleic acid molecules of the invention may be joined to a vector
containing selectable markers for pfopagaﬁon in a host. Generally, a plasmid
vector is introduced in a precipitate such as a calcium phosphate precipitate
or rubidium chloride precipitate, or in a complex with a charged lipid or in
carbon-based clusters, such as fullerens. Should the vector be a virus, it
may be packaged in vitro using an appropriate packaging cell line prior to
application to host cells. |

Preferably, the vector of the invention is an expression vector wherein the
nucleic acid molecule is operatively linked to one or mare contro! sequences
allowing the transcription and optionally expression in prokaryotic and/or
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eukaryotic host cells. Expression of said nucleic acid molecule comprises
transcription of the nucleic acid molecule, preferably into a translatable
mRNA. Reguiatory elements ensuring expression in eukaryotic cells,
preferably mammalian cells, are well known to those skilled in the art. They
usually comprise regulatory sequences ensuring initiation of transcription
and optionally poly-A éignals ensuring termination of transcription and
stabilization of the transcript. Additional regulatory elements may include
transcriptional as well as translational enhancers. Possible regulatory
elements permitting expression in prokaryotic host cells comprise, e.g., the
lac, trp or tac promoter in E. coli, and examples for regulatory elements
permitting expression in eukaryotic host cells are the AOX! or GAL1
promoter in yeast or the CMV-, SV40-, RSV-promoter (Rous sarcoma virus),
CMV-enhancer, SV40-enhancer or a globin intron in mammalian and other
animal cells. Beside elerﬁents which are responsible for the initiation of
transcription such regulatory elements may also comprise transcription
termination signals, such as the SV40-poly-A site or the tk—poly-A-site,
downstream of the polynucleotide. In this context, suitable expression
vectors are known in the art such as Okayama-Berg cDNA expression vector
pcDV1 (Pharmacia), pCDM8, pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3 (Invitrogen) or
pSPORTI (GIBCO BRL). Preferably, said vector is an expression vector and/
or a gene transfer or targeting vector. Expression vectors derived from
viruses such as retroviruses, vaccinia virus, adeno-assaciated virus, herpes
viruses, or bovine papillomé virus, may be used for delivery of the
polynucleotides or vector of the invention into targeted cell population.
Methods which are well known to those skillad in the art can be used to
construct recombinant viral vectors; see, for example, the techniques
describad in Sambrook, Molecular Cioning A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory (2001, Third Edition) N.Y. and Ausubel, Current
Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley
Interscience, N.Y. (1994). Alternatively, the nucleic acid molecules of the

invention can be reconstituted into liposomes for delivery to target cells.

The invention further relates 1o a host comprising the vector of the invention.
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Said host may be a prokaryotic or eukaryotic cell or a non-human transgenic
animal. The polynucleotide or vector of the invention which is present in the
host may either be integrated into the genome of the host or it may be
maintained extrachromosomally. In this respect, it is also to be understood
that the nucleic acid molecule of the invention can be used for "gene
targeting” and/or "gene replacement®, for restoring a mutant gene or for
creéting a mutant gene via homologous recombination; see for example
Mouellic, Proc. Nat!. Acad. Sci. USA, 87 (1990), 4712-4716; Joyner, Gene
Targeting, A Practical Approach, Oxford University Press. '

The host can be any prokaryotic or eukaryotic cell, such as a bacterial,
insect, fungal, plant, animal, mammalian or, preferably, human cell.
Preferred fungal cells are, for example, those of the genus Saccharomyces,
in particular those of the species S. cerevisiae. The term “prokaryotic” is
meant to include all bacteria which can be {ransformed or transfected with a
polynucleotide for the expression of a variant polypeptide of the invention.
Prokaryotic hosts may include gram negative as well as gram positive
bacteria such as, for example, E. coli, S. typhimurium, Serratia marcescens
and Bacillus subtilis. A polynucleotide coding for a mutant form of variant
polypeptides of the invention can be used to transform or transfect the host
using any of the techniques commonly known to those of ordinary skill in the
art. Methods for preparing fused, operably linked genes and expressing
them in bacteria or animal cells are well-known in the art (Sambrook,
Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
(2001, Third Edition). The genetic constructs and methods described therein
can be utilized for expression of variant antibodies, antibody fragments or
derivatives thereof of the invention in, e.g., prokaryotic hosts. In general,
expression vectors containing promoter sequences which facilitate the '
efficient transcription of the inserted nucleic acid molecule are used in
connection with the host. The expression vector typically contains an origin
of replication, a promoter, and a terminator, as well as specific genes which
are capable of providing phenotypic selection of the transformed cells. The
transformed prokaryotic hosts can be grown in fermentors and cultured
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according to techniques known in the art to achieve optimal cell growth. The
antibodies, antibody fragments or derivatives thereof of the invention can
then be isolated from the growth medium, cellular lysates, or cellular
membrane fractions. The isolation and purification of the microbially or
otherwise expressed antibodies, antibody fragments or derivatives thereof of
the invention may be by any conventional means such as, for example,
preparative chromatographic separations and immunological separations
such as those involving the use of monoclonal or polyclonal antibodies.

In a preferred embodiment of the invention, the host is a bacterium, fungal,
plant, amphibian or animal cell. Preferred animal cells include but are not
limited to Chinese hamster ovary (CHO) cells, baby hamster kidney (BHK)
cells, monkey kidney cells (COS), 3T3 cells, NSO cells and a number of
other cell lines ‘including human cells, for example Per.C6. In another
preferred embodiment, said animal cell is an insect cell. Preferred insect

cells include but are not limited to cells of the SF9 cell lines

In a more preferred ernbodiment of the invention, said host is a human cell
or human cell line. Said human cells include, but are not limited to Human
embryonic kidney cells (HEK293, 293T, 293 freestyle). Furthermore, said
human cell lines include, but are not .Iimited to Hela cells, human
hepatocellular carcinoma cells (e. g., Hep G2), A549 cells.

The invehtion also provides transgenic non-human animals comprising one
or more nucleic acid molecules of the invention that may be used to produce
antibodies of the invention. Antibodies can be produced in and recovered
from tissue or body fluids, such as milk, blood or urine, of goats, cows,
horses, pigs, rats, mice, rabbits, hamsters or other mammals. See, e. g.,
U.S. Patent Nos. 5,827,690; 5,756,687; 5,750,172; and 5,741,957. As
described above, non-human transgenic animals that comprise human
immunoglobulin loci can be produced by immunizing with AXL or a portion
thereof.
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The invention additionally relates to a method for the preparation of an
antibody, comprising culturing the host of the invention under conditions that -
“allow synthesis of said antibody and recovering said antibody from said
culture.

The transformed hosts can be grown in fermentors and cultured according to
techniques known in the art to achieve optimal cell growth. Once expressed,
the whole antibodies, their dimers, individual light and heavy chains, or other
immunoglobulin forms of the present invention, can be purified according to
standard procedures of the art, including ammonium sulfate precipitation,
affinity columns, column chromatography, gel electrophoresis and the like; .
see, Scopes, "Protein Purification”, Springer-Verlag, N.Y. (1982). The
antibody or its corresponding immunoglobulin chain(s) of the invention can
then be isolated from the growth medium, cellular lysates, or cellular
membrane fractions. The isolation and purification of the, e.g., microbially
expressed antibodies or immunoglobulin chains of the invention may be by
any conventional means such as, for example, preparative chromatographic
separations and immunological separations such as those involving the use
of monoclonal or polyclonal antibodies directed, e.g., against the constant
region of the antibody of the invention. '

It will be apparent to those skilled in the art that the antibodies of the
invention can be further coupled to other moieties for, e.g., drug targeting
and imaging applications. Such coupling may be conducted chemically after
expression of the antibody or antigen 1o site of attachment or the coupling
product may be engineered into the antibody or antigen of the invention at
the DNA level. The DNAs are then expressed in a suitable host system, and.
the expressed proteins are collected and renatured, if necessary.

In a preferred embodiment of the present invention, the antibody is coupled
to an effector, such as a radioisotope or a toxic chemotherapeutic agent.
Preferably, these antibody conjugates are useful in targeting cells, e.g.
cancer cells, expressing "AXL, for elimination. The linking of
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antibodies/antibody fragments of the invention to radioisotopes e.g. provides
advantages to tumor treatments. Unlike chemotherapy and other forms of
cancer freatment, radioimmunotherapy or the administration of a
radioisotope-antibody combination directly targets the cancer cells with
minimal damage to surrounding normal, healthy tissue. Preferred
radicisotopes include e.g. °H, "'C, ©N, *§, ®Y, ¥T¢, "'in, =9, 3|,

Furthermore, the antibodies of the invention can be used to treat cancer
when being conjugated with toxic chemotherapeutic drugs such as
geldanamycin (Mandier et al., J. Natl. Cancer Inst., 92(19), 1549-51 (2000»
and maytansin, for example, the maytansinoid drug, DM1 (Liu et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. US.A. 93:8618-8623 (1996) and auristatin-E or
monomethylauristatin-E (Doronina et al., Nat. Biotechnol. 21:778-784 (2003)
or calicheamicit);. Different linkers that release the drugs under acidic or
reducing conditions or upon exposure to specific proteases are employed
with this technology. The antibodies of the invention may be conjugated as
described in the art.

Theinventioh further relates to a pharmaceutical composition comprising the
antibody, the nucleic acid molecule, the vector, the host of the invention or
an antibody obtained by the method of the invention.

The {erm "composition” as employed herein comprises at least one
compound of the invention. Preferably, such a composition is a

- pharmaceutical or a diagnostic composition.

it is 'preferred that said pharmaceutical composition comprises a

pharmaceutically acceptable carrier and/or diluent. The herein disclosed
pharmaceutical composition may be partially useful for the treatment of
disorders associated with, accompanied by or caused by AXL expression,
overexpression or hyperactivity, e.g. hyperproliferative  diseases,
cardiovascular diseases, in particular artherosclerosis and thrombosis,
diabetes related diseases, in particular glomerula‘r hypertrophy or diabetic
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nephropathy. Said disorders comprise, but are not limited to cancer, e.g.
breast cancer, colon cancer, lung cancer, kidney cancer, follicular
lymphoma, myeloid leukemia, skin cancer/melanoma, glioblastoma, ovarian
cancer, prostate cancer, pancreatic cancer, Barrett's esophagus and
esophageal cancer, stomach cancer, bladder cancer, cervical cancer, liver
cancer, thyroid cancer, and head and neck cancer, or other hyperplastic or
neoplastic diseases or other AXL expressing or overexpressing diseases.

The term “hyperaCtivity" herein refers to uncontrolled AXL signaling which
may be caused by a lack and/or dysfunction of negative regulation. By way
of example negative regulation comprises protein dephosphorylation,
degradation and/or endocytosis. Moreover uncontrolled AXL signaling may
be the result of genetic alterations, either somatic or germliné, which result in
changes of the AXL amino acid sequence. |

Examples of suitable pharmaceutical carriers, excipients and/or diluents are
well known in the art and include phosphate buffered saline solutions, water,

emulsions, such as oil/water emulsions, various types of wetting agents,

- sterile solutions etc. Compositions comprising such carriers can be

formulated by well known conventional methods. These pharmaceutical
compositions can be administered to the subject at a suitable dose.
Administration of the suitable compositions may be effected by different
ways, e.g., by intravenous, intraperitoheal, subcutaneous, intramuscular,
topical, intradermal, intranasal or intrabronchial administration. The
compositions of the invention may also be administered directly to the target
site, e.g., by biolistic delivery to an external or internal target site, like the
brain. The dosage regimen will be determined by the attending physician
and clinical factors. As is well known in the medical arts, dosages for any
one patient depends upon many factors, including the patient's size, body
surface area, age, the particular compound to be administered, sex, time
and route of administration, general health, and other drugs being
administered concurrently. Proleinaceous pharmaceutically active matter
may he present in amounts between 1 pg and 100 mg/kg hody weight per
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dose; however, doses below or above this exemplary range are envisioned,
especially considering the aforementioned factors. If the regimen is a
continuous infusion, it should also be in the range of 1 pg to 100 mg per
kilogram of body weight per minute.

Progress can be monitored by périodic assessment. The compositions of the
invention may be administered locally or systemically. Preparations for
parenteral administration include sterile aqueocus or non-aqueous solutions,
suspensions, and emulsions. Examples of non-aqueous solvents are
10 propylene glycol, polyethylene glycol, vegetable oils such as olive oil, and
injectable organic esters such as ethyl oleate. Aqueous carriers include
water, alcoholic/aqueous solutions, emulsions or suspensions, including
saline and buffered media. Parenteral vehicles include sodium chloride
solution, Ringer's dextrose, dextrose and sodium chloride, lactated Ringer's,
15 or fixed oils. Intravenous vehicles include fluid and nutrient replenishers,
electrolyte replenishers (such as those based on Ringer's dextrose), and the
like. Preservatives and other additives may also be present such as, for
example, antimicrobials, anti-oxidants, chelating agents, and inert gases and
the like. Furthermore, the pharmaceutical composition of the invention may
20 comprise further agents depending on the intended use of the
pharmaceutical composition. It is particularly preferred that the
pharmaceutical composition comprises further active agents like, e.g. an
additional antineoplastic agant, small molzcule inhibitor, anti-tumor agent or

chémotherapeutic agent.

25
The invention also relates to a pharmaceutical compaosition comprising an
anti-AXL-antibody, which is preferably the antibody of the invention in
combination with at least one further antineoplastic agent. Said combination
is effective, for example, in inhibiting abnormal cell growth.

30

Many antineoplastic agents are presently known in the art. In general the
term includes all agents that are capable of prevention, alleviation and/or
treatment of hyperproliferative disorders. In one embodiment, the
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antineoplastic agent is selected from the group of therapeutic proteins
including but not limited to antibodies or immunomedulatory proteins. In
another embodiment the antineoplastic agent is selected from the group of

- small molaecule inhibitors or chemotherapeutic agents consisting of mitotic

inhibitors, kinase inhibitors, alkylating agents, anti-metabolites, intercalating
antibiotics, growth factor inhibitors, cell cycle  inhibitors, enzymes,
topoisomerase inhibitors, histone deacetylase inhibitors, anti-survival agents,
biological response modifiers, anti-hormones, e. g. anti-androgens, and
antiangiogenesis agents.

Specific examples of antineoplastic agents which can be wused in
combination with the antibodies provided herein include, for example,
gefitinib, lapatinib, sunitinib, pemetrexed, bevacisumab, cetuximab, imatinib,
trastuzumab, alemtuzumab, rituximab, erlotinib, bortezomib and the like.
Other specific antineoplastic agents to  be used in the compositions as
described and claimed herein include for example, chemotherapeutic agents
such as capecitabine, daunorubicin, daunomycin, dactinomycin, doxorubicin,
epirubicin, idarubicin, esorubicin, bleomycin, mafosfamide, ifosfamide,
cytosine arabinoside, bis-chloroethyinitrosurea, busulfan, mitomycin C,
actinomycin D, mithramycin, prednisone, hydroxyprogesterone, testosterone,

- tamoxifen, dacarbazine, procarbazine, hexamethylmelamine,
pentamethylmelamine, mitoxantrone, amsacrine, chlorambucil,
methylcyclohexylnitrosurea, ~ nitrogen mustards, melphalan,

cyclophosphamide, 6-mercaptopurine, 6-thioguanine, cytarabine (CA), 5-
azacytidine, hydroxyurea, deoxycoformycin, 4-hydroxyperoxycyclophosphor-
amide, 5-fluorouracil (5-FU), 5-ﬂuorodeo$:yuridine (5-FUdR), methotrexate
(MTX), colchicine, taxol, 'vincristine, vinblastine, etoposide, trimetrexate,
teniposide, cisplatin and diethyistilbestrol (DES). See, generally, The Merck
Manual of Diagnosis and Therapy, 15th Ed. 1987, pp. 1206-1228, Berkow
et al., eds., Rahway, N.J. In particular preferred are such antineoplastic
agents that induce apoptosis.

When used with the described AXL antibodies, such antineoplastic agents
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may be used individually (e.g., 5-FU and an antibody), sequentially (e.q., 5-
FU and an antibody for a period of time followed by MTX and an antibody),
or in cornbination with one or more other such antineoplastic agents (e.g., 5-
FU, MTX and an antibody, or 5-FU, radiotherapy and an antibody).

The termn antineoplastic agent may also include therapeutic procedures, as
for example irradiation or radiotherapy.

The pharmaceutical composition of the invention can be used in human
medicine and can be used also for veterinary purposes.

Additionally, the invention relates to the use of the antibody of the invention,
the nucleic acid molecule, the vector, the host of the invention or an antibody
obtained by the method of the invention for the preparation of a
pharmaceutical composition for diagnosis, prevention or treatment of
hyperproliferative  diseases, cardiovascular diseases, in particular
artherosclerosis and thrombosis, diabetes related diseases, in particular
olomerular hypertrophy or diabetic nephropathy, and particularly of disorders
associated with, accompanied by or caused by AXL expression,
overexpression or hyperactivity.

A hyperproliferative disease as mentioned above includes any neoplasia, i.e.
any abnormal and/or uncontrolled new growth of tissue. The tferm
"uncontrolled new growth of tissue" as used herein may depend upon a
dysfunction and/or loss of growth regulation. A hyperproliferative disease
includes tumor diseases and/or cancer, such as metastatic or invasive
cancers.

In a preferred embodiment of the use of the invention, said hyperproliferative
disease is in particular breast cancer, colon cancer, lung cancer, kidney
cancer, follicular lymphoma, myeloid leukemia, skin cancer/melanoma,
glioblastoma, ovarian cancer, prdstate cancer, pancreatic cancer, Barrett's
esophagus and esophageal cancer, stomach cancer, bladder cancer,
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cervical cancer, liver cancer, thyroid cancer, and head and neck cancer, or
hyperplastic or neoplastic diseases or other AXL expressing or
overexpressing hyperproliferative diseases.

in yet another embodiment the present invention refers to the use of an anti-
AXL-antibody, preferably the antibody of the present invention for the
manufacture of a medicament for the co-administration with an .
antineoplastic agent for the treatment of one of the ébove méntioned
disorders.

According to a further preferred embodiment the present invention is
directed to the use of an anti-AXL antibody for the manufacture of a
pharmaceutical composition for the treatment of drug resistant cancer. In a
particularly preferred embodiment, the anti-AXL antibody is a monoclonal
antibody as defined in claims 1-22.

Further the present invention relates to a diagnostic composition comprising
the antibody of the invention, the nucleic acid molecule, the vector, the host
of the invention or an antibody obtained by the method of the invention and
optionally a pharmacedtically acceptable carrier.

The diagnostic compaosition of the invention is useful in the detection of an
undesirsd expression, overexpression or hyperactivity of the mammalian
AXL in different cells, tissues or another suitable sample, comprising
contacting a sample with an antibody of the invention, and detecting the
presence of AXL in the sample. Accordingly, the diagnastic composition of
the invention may be used for assessing the onset or the disease status of a
hyperproliferative disease.

Furthermore, malignant cells, such as cancer cells expressing AXL, can be
targeted with the antibody of the invention. The cells which have bound the
antibody of the invention might thus be attacked by immune system
functions such as the complement system or by cell-mediated cytotoxicity,
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thereby reducing the number of or eradicating cancer cells. These
considerations equally apply to the treatment of metastases and re-current

tumors.

In another aspect of the present invention, the antibody of the invention is
coupled to a labelling group. Such. antibodies are particularly suitable for
diagnostic applications. As used herein, the term "labelling group” refers to a
detectable marker, e.g. a radiolabelled amino acid or biotinyl moieties that
can be detected by marked avidin. Various methods for labelling
polypeptides and glycoproteins, such as antibodies, are known in the art and
may be used in performing the present invention. Examples of suitable
labelling groups include, but are not limited to, the following: radioisotopes or
radionuclides (e.g. 3H, *C, ™N, *8, ¥, *Tc, "n, ™, ™), fluorescent
groups (e.g. FITC, rhodamine, lanthanide phosphors), enzymatic groups
(r.g. horseradish peroxidase, p-galactosidase, luciferase, alkaline
phosphatase), chemiluminescent groups, biotinyl groups, or predeterhwined
polypeptide epitopes recognized by a secondary reporter (e.g. leucine zipper
pair sequences, binding sites for secondary antibodies, metal binding
domains, epitope tags).

In certain aspects, it may be desirable, that the labelling groups are attached
by spacer arms of various lengths to reduce potential steric hindrance.

In another embodiment the present invention relates to a method of
assessing for the presence of AXL expressing cells comprising contacting
the antibody of the invention with cells or a tissue suspected of carrying AXL
on their/its surface. Suitable methods for detection of AXL expression in a
sample may be an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) or
Immunohistochemistry (IHC).

An ELISA assay may be carried out in a microtiter plate format, wherein e.g.
wells of a microtiter plate, are adsorbed with an AXL antibody. The wells are

rinaed and treated with a blocking agent such as milk protein or albumin to
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prevent nonspecific adsorption of the analyte. Subsequently the wells are

. treated with a test sample. After rinsing away the test sample or standard,

the wells are treated with a second AXL antibody that is labelled, e.g. by
conjugation with biotin. After washirig away excess secondary antibody, the
label is detected, e.g. with avidin-conjugated horseradish peroxidase (HRP)
and a suitable chromogenic substrate. The concentration of the AXL antigen
in the test samples is determined by comparison with a standard curve
developed from standard samples.

For IHC, paraf*ﬁn-embedded tissues may be used, wherein the tissues are,
e.g. first deparaffinized in xylene and then dehydrated, e.g. with ethanol and
rinsed in distilled water. Antigenic epitopes masked by formalin-fixation and
paraffin-embedding may he exposed by epitope unmasking, enzymatic
digestion or saponin. For epitope unmasking paraffin sections may be
heated in a steamer, water bath or microwave oven for 20-40 min in an
epitope retrieval solution as for example 2N HCI solution (pH 1.0). In the
case of an enzyme digestion, tissue sections may be incubated at 37°C for
10-30 minutes in different enzyme sclutions such as proteinase K, trypsin,

pronase, pepsin etc.

After rinsing away the epitope retrieval solution or excess enzyme, tissue
sections are treated with a blocking buffer to prevent unspecific interactions.
The primary AXL antibody is added at appropriate concentrations. Excess
primary antibody is rinsed away4and sections are incubated in peroxidase
blocking solution for 10 min at room temperature. After another washing
step, tissue sections are incubated with a secondary labelled antibody, e.g.
labelled with a group that might serve as an anchor for an enzyme.
Examples therefore are biotin labelled secondary antibodies that are
recognized by streptavidin coupled horseradish peraxidase. Detection of the
antibody/enzyme complex is achieved by incubating with a suitable
chromogenic substrate.

In an additional embodiment the presznt invention relates 1o a method of
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blocking AXL function comprising contacting the antibody of the invention
with cells or a tissue suspected of carrying AXL on their/its surface under
conditions, wherein the antibody is capable of blocking AXL function. The
contacting may be in vitro or in vivo.

The invention also relates to a method of treating a hyperproliferative
disease, cardiovascular diseases, in paiticular artherosclerosis and
thrombosis, diabetes related diseases, in particular glomerular hypertrophy
or diabetic nephropathy, comprising, administering to a patient in need
thereof a suitablz dose of the antibody or antibody fragment or derivative
thereof of the present invention. The hyperproliferative disease is preferably
selected from disorders associated with, accompanied by or caused 'by AXL
expression, overexpression or hyperactivity, such as cancer, &.3. breast
cancer, colon cancer, lung cancer, kidney cancer, follicular lymphoma,
myeloid leukemia, skin cancer/melanoma, glioblastoma, ovarian cancer,
prostate cancer, pancreatic cancer, Barrett's esophagus and esophageal
cancer, stomach cancer, bladder cancer, cervical cancer, liver cancer,

thyroid cancer, and head and neck cancer, or hyperplastic and neoplastic

" diseases or other AXL expressing or overexpressing hyperproliferative

diseases.

According to another praferred embodiment of the invention the cancer to be

treated is a drug resistant cancer.

The invention further relates to a method of treating a disease wherein the
antibody of the invention is administered to a marnmal and wherein said
discase is correlated directly or indirectly with the abnormal level of
expression or activity of AXL.

Finally, the invention relates to a kit comprising an anti-AXL-antibody,
preferably the antibody, antibody fragment or derivative thereof of the
invention, the nucleic acid molecule encoding said components and/or the
vector of the invention.
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All embodiments covering the compounds disclosed herein can be used as
single compounds or in combination for the preparation of a medicament.
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Figure Legends

Figure 1. Flow cytometry analysis of cell surface AXL in Ratl-Mock and
Ratl-AXL ci.2 fibroblasts. Polyclonal Ratl-Mock and clonal Ratl-AXL c¢l.2
cellé, generated by infection of Ratl fibroblasts with pLXSN and pLXSN-hAXL
ecotrophic virus, respectively, were collected and stained with mouse con'trol
antibody 72A1 (left panel) or mouse anti-AXL MAB154 primary antibody
(right panel) at 3 pg/mi and PE-conjugated anti-mouse secondary antibody.
See text for details. Staining of Ratl-AXL cl.2 cells resuits in a shift by three
orders of magnitude and demonstrates AXL overexpression on the surface
of these cells.

Figure 2. Flow cytometry analysis of cell surface AXL in NIH3T3-Mock
and NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts. Polyclonal NIH3T3-Mock and clonal
NIH3T3-AXL cl.7 cells, generated by infection of NIH3T3 fibroblasts with
pLXSN and pLLXSN-AXL ecotrophic virus, respectively, were collected and
stained with mouse control antibody 72A1 (left panel) or mouse anti-AXL
MAB154 primary antibody (right panel) at 3 pg/ml and PE-conjugated anti-
mouse secondary antibody. See text for details. Staining of NIH3T3-AXL cl.7
cells results in a shift by two orders of magnitude and demonstrates AXL
overexpression on the surface of these celis.

Figure 3. Flow cytometry analysis of cross-reactivity of rat-anti AXL
antibodies with mouse and cynomolgus monkey AXL as well as human
Mer and Sky. HEK293T fibroblasts were transiently transfected with
pcDNA3, pcDNA3-hAXL, pcDNA3mAXL, pcDNA3-cyAXL, pcDNA3-hMer, or
pcDNA3-hSky. Cells were collected and stained with 10 pg/ml anti-AXL 1D5,
11D5, 11B7, 10D12, 6E7, 2A1, 11D7 or 12B7 primary antibody and/or PE-
conjugated donkey anti-rat secondary antibody, or PE-conjugated donkey
anti-mouse secondary antibody only for control. See text for details. Except
12B7 which shows moderate cross-reactivity with mouse AXL as well as
human Mer and Sky, non of the anti-AXL antibodies cross-reacted with these
molecules. in contrast, all fested anti-AXL antibodies cross-reacted with
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cynomolgus monkey AXL.

Figure 4. ELISA experiments to investigate the effects of rat anti-AXL
antibodies on AXL receptor phosphorylation. NIH3T3-AXL cl.7
fibroblasts (A) and NCI-H292 lung cancer cells (B) were starved, pre-
incubated with 10 pg/ml of mouse control antibody 72A1 as well as the rat
anti-AXL antibodies 2A1, 11'D7, 11D5, 11B7, 6E7, or 10D12, treated with or
without 400 ng/ml mGas6, and lysed. Lysates were transferred to anti-
phospho-tyrosine antibody 4G10-coated Maxi-Sorp 96 well plates, which
then were washed and incubated with 0.5 pg/ml biotinylated rat anti-AXL
antibody 12B7, AP-conjugated streptavidin and AttoPhos substrate solution
in ordér to collzct fluorescence intensities. See text for details. The rat anti-
AXL antibodies 11B7, 11D5, 6E7, and 10D12 were able to block or reduce
ligand-mediated AXL activation as indicated by decreased phosphorylation,
and are thus considered antagonistic anti-AXL antibodies. In contrast, the rat

.anti-AXL antibodies 2A1 and 11D7 slimulale basal AXL activation as

indicated by increased phosphorylation, do not significantly reduce ligand-

 mediated AXL activation, and are therefore considered agonistic anti-AXL

antibodies.

Figure 5. ELISA experiments to investigate the effects of rat anti-AXL
antibodies on p42/p44 MAP-Kinase phosphorylation. CaSki cervical
cancer cells were starved, pre-incubated with 10 pg/ml of the isotypic control
antibody 1D5 as well as the rat anti-AXL antibodies 11D5, 11B7, or 2A1,
treated with or without 400 ng/ml mGas6, and fixed with formaldehyde. Cells
were washed, quenched and incubated with anti-phospho-p44/p42 MAP
Kinase (Thr202/Tyr204) primary antibody, HRP-conjugated anti-rabbit
secondary antibody and Tetramethylbenzidine solution in order to measure
absorbance intensities. See text for details. The rat anti-AXL antibodies 11B7
and 11D5 were able to reduce ligand-mediated p42/p44 MAP-Kinase
activation as indicated by decreased phosphorylation, and are thus
considered antagonistic anti-AXL antibodies. In contrast, the rat anti-AXL
antibody 2A1 stimulates basal p42/p44 MAP-Kinase activation as indicated
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by increased phosphorylation, does not reduce ligand-mediated p42/p44
MAP-Kinase activation, and is therefore considered an agonistic anti-AXL
antibody.

Figure 6. ELISAvexperiments to investigate the effects of rat anti-AXL
antibodies on Akt-Kinase phosphorylation. NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts
(A) and Cal.u-1 lung cancer cells (B) were starved, pre-incubated with 10 pg/
mi of the isotypic control antibody 1D5 as well as the rat anti-AXL antibodies
11D5, 1187, or 2A1, treated with or without 400 ng/ml mGas6, and fixed with

- formaldehyde. Cells were washed, quenched and incubated with anti-

phospho-Akt  (Ser473) primary antibody, HRP-conjugated anti-rabbit
secondary antibody and Tetramethylbenzidine solution in order to measure
absorbance intensities. See text for details. The rat anti-AXL antibodies 11B7
and 11D5 were able to block or reduce ligand-mediated Akt-Kinase
activation as indicated by decreased phosphorylation, and are thus
considered antagonistic anti-AXL antibodies. In contrast, the rat anti-AXL
antibody 2A1 stirnulates basal Akt-Kinase activation as indicated by
increased phosphorylation, does not reduce ligand-mediated Akt-Kinase
activation, and is therefore considered an agonistic anti-AXL antibody.

Figure 7. ELISA experiments to compare the effects of rat and chimeric
anti-AXL. antibodies on Akt-Kinase phosphorylation. NIH3T3-AXL cl.7

fibroblasts were starved, pre-incubated with 50 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, |
500 ng/ml, and 1 pg/ml of rat anti-AXL antibody 1187 or chimeric anti-AXL
antibody ch11B7, as well as 50 ng/ml, 100 ng/mi, 300 ng/ml, 500 ng/ml, 1
pg/mi, 5 pg/mi, and 10 pg/mi of rat anti-AXL antibody 11D5 or chimeric anti-
AXL antibody ch11D5, treated with or without 400 ng/m! mGas6, and fixed
with formaldehyde. Cells were washed, quenched and incubated with anti-
phospho-Akt (Ser473) primary antibody, HRP-conjugated anti-rabbit
secondary antibody and Tetramethylbenzidine solution in order to measure
absorbznce intensities. See text for details. Ral anti-AXL antibody 11B7 and
chimeric anti-AXL antibody ch11B7 as well as rat anti-AXL antibody 11D5 or
chimeric anti-AXL antibody ¢ch11D5 were able to inhibit ligand-mediated Akt-
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Kinasa activation to similar extent as indicated by decreased
phosphorylation. Thus, as compared to their respective rat counterparts, the
chimeric anti-AXL antibodies ch11B7 and ch11D5 maintained aclivity.

Figure 8. Competition ELISA experiments to investigate binding
properties of rat anti-AXL antibodies. 96 well MaS(i-Sorp plates were
coated with 1 pg/ml human AXL-ECD and pre-incubated with 10 pg/ml of
unbiotinylated isotypic control antibody 1D5 or rat anti-AXL antibodies 11B7,
11D5, 6E7, 10D12, 11D7, or 2A1. After incubation with 0.5 pg/m! biotinylated
isotypic control antibody 1D5 or bibtinylated rat anti-AXL antibodies 11B7,
11D5, 6E7, 10D12, 11D7, or 2A1, and addition of AP-conjugated
Streptavidin and AttoPhos substrate solution, fluorescence was collected to
measure bound biotinylated antibodies. See text for details. The control
antibody 1D5 did not bind to AXL-ECD. The antagonistic anti-AXL antibodies
11B7, 11D5, 6E7, and 10D12 competed with each other for the same or
structurally adjacent epitopes. The agonistic antibodies 11D7 and 2A1
recognize different epitopes and do not compete with the antagonistic
antibodies for binding to the AXL-ECD.

Figure 9. Wound healing/scratch assay to investigate the effects of rat
and chimeric anti-AXL antibodies on cell migration and proliferation.
After grown to confluency, NCI-H292 lung cancer cells were starved and
wounded with a pipette tip. In the presence of 10 pg/ml of the isotypic control
antibody 1D5, the antagonistic rat anti-AXL antibodies 11D5, 11B7, 6E7, or
10D12, the chimeric anti-AXL antibodies chn11D5 1gG2 and chn11B7 IgG2,
the agonistic rat anti-AXL antibodies 2A1 and 11D7, as well as 10 pg/m! of
Erbitux or 5uM Sutent, cells were permitted to re-populate the area of
clearing, After 24 h, cells were fixed and stained, and photos of the wounds
were taken. See text for details. Compared to the isotypic control antibody
1D5, the antagonistic rat anti-AXL antibodies 11D5, 11B7, 6E7, and 10D12,
as well as the chimeric anti-AXL antibodies chn11D5 IgG2 and chn11B7
IgG2 reduced the re-population of the cleared area, whereas the agonistic
rat anti-AXL antibodies 2A1 and 11D7 led to complete wound closure.
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Figure 10. Boyden chamber/transwell assay to investigate the effects
of rat anti-AXL antibodies on directed cell migration. Serum starved
NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts were pre-incubated with 10 pg/ml of the rat anti-
AXL antibodies 4A6, 11B7 or 2A1, plated on top of collagen I|-coated
FluoreBlock inserts and exposed to serum-free medium with or without Gasé
in the lower compartment. After 7 h, transmigrated cells were stained with
calcein-AM, and fluorescence of each well was measured. See text for
details. The antagonistic anti-AXL antibody 11B7 reduced both basal and
Gas6-induced migration of NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts, whereas the
agonistic rat ‘anti-AXL antibody 2A1 increased ligand-induced and, in
particular, basal migration of NIH3T3-AXL cl.7 cells. The antibody 4A6 did
not affect directed cell migration.

Figure 11. AlamarBlue™ assay to investigate the effects of rat anti-AXL
antibodies on Gas6-induced cell proliferation. Serum starved NIH3T3-

- AXL ¢l.7 fibroblasts were pre-incubated with 20 pug/ml of the mouse control

antibody 72A1, the rat antagonistic anti-AXL antibodies 11D5 and 11B7, as
well as the agonistic anti-AXL antibody 2A1, and grown in the absence or
presence of 400 ng/ml Gasb. After 4 days, AlamarBlue™ was added to the
cells and absorbance was measured. See text for details. The antagonistic
anti-AXL antibodies 11D5 amd 11B7 inhibited Gas6-induced proliferation of
NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts, whereas the agonistic rat anti-AXL antibody
2A1 increased ligand-induced and, in particular, basal proliferation of
NIH3T3-AXL cl.7 cells.

Figure 12. Caspase-3/7 assay to investigate the effects of rat anti-AXL
antibodies on Gas6-mediated anti-apoptosis. Serum-starved NIH3T3-
AXL cl.7 fibroblasts were pre-incubated with 10 pg/mi of the isotypic control
antibody 1DS5, the antagonistic rat anti-AXL antibodies 11B7 and 11D5, or
the agonistic rat anti-AXL antibodies 11D7 and 2A1, and {reated with or
without (Gas6. Apo-ONE substrate solution was added and flourescence was
collected to measure caspase-3/7 activity. See text for details. Compared to
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the isotypic control antibody, the antagonistic rat anti-AXL antibodies 11B7
and 11D5 reduced Gas6-mediated anti-apoptosis of serum-starved NIH3T3-
AXL cl.7 fibroblasts, and thus induced apoptosis. In contrast, the agonistic
rat anti-AXL antibodies 2A1 and 11D7 induced ahti—apoptosis of serum-
starved NIH3T3-AXL cl.7 cells regardless of the absence or presence of
Gas6, and therefore inhibited apoptosis.

Figure 13. Spheroid-based cellular angiogenesis assay to investigate
the effects of rat anti-AXL antibodies on VEGF-A-induced endothelial
cell sprouting. HUVEC spheroids were embedded in a 3D collagen gel,
stimulated with 25 ng/ml VEGF-A and treated with indicated concentrations
of the antagonistic rat anti-AXL antibodies 11B7 (A) and 11D5 (B) for 24 h.
The mean + SEM of the cumulative sprout length of 10 randomly selected
spheroicds per data point was analyzed (left panel) and the relative inhibition
by the antibody was determined (right panel). Fitting of ICs curves and
calculation of ICs values was performed with GraphPad Prism 4.03. See text
for details. The antagonistic rat anti-AXL antibodies 11B7 and 11D5 inhibited
VEGF-A-stimulated HUVEC sprouting in the spheroid-based angiogenesis
assay in a dose-dependent manner. Whereas ireatment with the highest
concentration of 11B7 reduced HUVEC sprouting to basal levels, inhibition
with the highest concentration of 11D5 was not as effective (left panel).
HUVEC sprouting was inhibited with ICg values of 9.8 x 10®* M and 7.0 x 107
M for 11B7 and 11D5, respectively (right panel). '

Figure 14. Orthotopic xenograft model to investigate the effects of rat
anti-AXl. antibodies on human prostate carcinoma growth in nude
mice. PC-3-LN prostate carcinoma cells were orthotopically implanted into
the prostate of NMRI™™ mice. Animals were randomized into 4 groups and
received 25 mg/kg of the isotypic control antibody 1D5 or the antagonistic rat
anti-AXL antibody 11B7, as well as 40 mg/kg Sutent or 12.5 mg/kg Taxotere.
During the treatment period, the growth of orthotopically growing PC-3-LN
tumors as well as peripheral metastases was monitored once weekly via in
vivo bioluminescence imaging on day 15, day 23, day 29, and day 34. See
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text for details. Compared to the isotypic control antibody 1D5, the
antagonistic rat anti-AXL antibody 11B7 reduced the overall growth of PC-3-
LN prostate tumors in nude mice.

Figure 15. Orthotopic xenograft model to investigate the effects of rat
anti-AXL antibodies on human prostate carcinoma metastasis in nude
mice. PC-3-LN prostate carcinoma cells were orthotopically implanted into
the prostate of NMRI™™ mice. Animals were randomized into 4 groups and
received 25 mg/kg of the isotypic control antibody 1D5 or the antagonistic rat
anti-AXL antibody 11B7, as well as 40 mg/kg Sutent or 12.5 mg/kg Taxotere.
Post necropsy, selected organs (liver, spleen, lung, femur, and a part of the
lumbar spine) were collected and analyzed for the presence of metastases
via bioluminescence imaging. See text for details. Compared to the isotypic
control antibody 1D5, the antagonistic rat anti-AXL antibody 11B7 of the
invention reduced the occurrence of spleen metastases. Noteworthy, the
anti-metastatic effect of 11B7 in this experiment was stronger than that of
Sutent.

Figure 16. Inmunhistochemical analysis of AXL expression in different
human malignancies. 17 human solid tumor types, each represented by
pairs of tumor tissue and matching non-malignant tissue, were analyzed with
regard to AXL expression by immunhistochemistry. See text for details.
Results are summarized (A), whereby an intensity of 1 refers to weak
staining in more than 25% of inspected cells. Examples of most intense
staining as observed in marmmary tumors and a signet ring cell carcinoma of
the stomach are displayed (B).

Figure 17. ELISA experiments to compare the effects of rat and
chimeric anti-Axl antibodies on Axl phosphorylation. CaSki cervical
cancer cells were starved, pre-incubated with 50 ng/mi, 100 ng/ml, 300
ng/ml, 750 ng/mi, 1 pg/ml, and 10 pg/ml of rat anti-Ax| antibody 11B7 (A) or
chimeric anti-Axl antibody ch11B7 (B), trealed with or without 400 ng/ml
mGas6, and lysed. Lysales were ftransferred to anti-phospho-tyrosine
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antibody 4G10-coated Maxi-Sorp 96 well plates. Afterwards, plates were
washed and incubated with 0.5 pg/ml of biotinylated rat anti-Axl antibody

* 12B7, AP-conjugated streptavidin, and AttoPhos substrate solution in order

to collect fluorescence intensities. See text for details. As demonstrated by
concentration-dependent decrease of the relativé Axl phosphorylation in the
cervical cancer cell line CaSki, the rat anti-Axl antibody 11B7 (A) and the
chimeric anti-Ax| antibody ch11B7 (B) of the invention were able to block
ligand-induced activation of the receptor tyrosine kinase Axl to similar extent.

Figure 18. ELISA experiments to compare the effects of rat and

‘chimeric anti-Axl antibodies on Axl phosphorylation. CaSki cervical

cancer cells were starved, pre-incubated with 50 ng/mi, 100 ng/ml, 300
ng/ml, 750 ng/ml, 1 pg/ml, and 10 pg/ml of rat anti-Axl antibody 11B7 (A) or
chimeric: anti-Ax! antibody ch11B7 (B), treated with or without 400 ng/ml
mGas6, and fixed with formaldehyde. Cells were washed, quenched and
incubated with anti-phospho-p44/p42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204) primary
antibody, HRP-conjugated anti-rabbit secondary antibody and Tetramethyl-
benzidine solution in order to measure absorbance intensities. See text for
details. The rat anti-Ax! antibody 11B7 (A) and the chimeric anti-Axl antibody
ch11B7 (B) of the invention were able to block Gas6-induced activation of
p42/pd4 MAP-Kinase in CaSki cervical cancer cells to similar extent as
indicated by concentration-dependent decrease of the relative p42/p44 MAP-
Kinase phosphorylation. | '

Figure 19. TUNEL staining to investigate the combinatorial effect of rat
anti-AXL. antibodies and chemotherapeutic agents to overcome drug
resistance in human ovarian cancer cells. Human NCI/ADR-RES ovarian
cancer cells were pre-incubated with 10 pg/mi of control antibody or the
antagonistic anti-Axl antibody 11B7 and co-incubated with doxorubicin at
final concentrations of 100 pM, 150 uM, or 200 uM. Applying a commercially
available kit, TUNEL staining was performed in order to visualize and
determing apoptosis. See text for details. No TUNEL staining, and hence no
apoptosis, was observed with NCI/ADR-RES ovarian cancer cells that were



(4]

10

15

20

WO 2009/062690 PCT/EP2008/069548

-42 .

treated with 100 pM of doxorubicin, regardless of whether cells have been
co-incubated with control antibody or the antagonistic anti-Ax! antibody 11B7
(top). However, at a concentration of 150 yM of doxorubicin, only very week
apoptosis could be detected in cells co-treated with control antibody,
whereés; co-incubation with the antagonistic anti-Ax! antibody 11B7 resulted
in a substantial induction of apoptosis (middle). Also in the presence of 200
M of doxorubicin, co-incubation of cells with 11B7 significantly increased -
apoptosis rates as compared to cells being incubated with control I1gG
antibody (bottom), indicating that co-treatment of even multi drug-resistant
tumor cells with both chemotherapeutic agents and antagonistic anti-Axl
antibodies of the invention may be suitable to overcome drug resistance.

Figure 20. Soft agar assay to investigate the combinatorial effect of rat
anti-AXL. antibodies and chemotherapeutic agents on anchorage-
independent growth of human melanoma cells. Human C-8161
melanoma cells either remained untreated or were incubated with the rat
antagonistic anti-AXL antibody 11B7 at a final concentration of 2.5 pg/ml.
Combined with cisplatin at the indicated concentrations, agar-embedded
cells were allowed to grow on top of a 0.7% bottom agar layer for 5 days.
Stained with MTT, the area of colonies was then measured. See text for
details. Absolute numbers reflecting the overall area of colonies (A) and the
relative growth inhibition (B) calculated on the basis of these data are shown.
As compared to untreated control cells, incubation with cisplatin led to colony
growth retardation in a dose-dependent manner. In line with the inhibitory
effect of 11B7 alone in the range of 30%, combination with the antagonistic
anti-Axl antibody 11B7 resulted in a significantly potentiated inhibitory effect
of cisplatin on soft agar growth of C-8161 melanoma cells, particularly at

lower concentrations of cisplatin.

Further, the present invention shall be explained by the following examples

and the accompanying drawing figures.
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Examples

General comment

The following examples, including the experiments conducted and resuits
achieved, are provided for illustrative purposes only and are not to be

construed as limiting upon the present invention.

Example 1. Generation of AXL overexpressing Ratl fibroblasts as

immuncgen and AXL overexpressing NIH3T3 fibroblasts as
experimental model system

. The full length coding sequence for the human receptor tyrosine kinase AXL

transcript variant 1 according to the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) reference sequence (NM_021913) was subcloned into
pLXSN via flanking recognition elements for the restriction endonucleases
EcoRl and BamHl, thereby resulting in the retroviral expression vector
pLXSN-hAXL.

For the generation of antibodies that speciﬁcally bind to human receptor
tyrosine kinase AXL, Rall fibroblasts stably overexpressing human AXL were
generated by retroviral gene transfer. In brief, 3x10° Phoenix-E cells were
seeded on 60 mm culiure dishes and transfected with 2 pg/ml pLXSN vector
or pLXSN-hAXL using the calciurn phosphale method. After 24 h, medium
was replaced by fresh medium in which Phoenix-E cells were incubated for 4
h. The supernatanis of Phoenix-E cells releasing pLXSN or plLXSN-hAXL
ecotrophic virus were harvested and used for the incubation of subconfluent
Ratl cells (2x10° cells per 6 cm dish) for 3 h in the presence of Polybrene (4
mg/ml; Aldrich). Simultaneously, Phoenix-E cells were re-incubated with
fresh medium, which after another 3 h was used for a second infection of the
Ratl fibroblasts in the presence of Polybrene (4 mg/ml; Aldrich). Likewise, a
third infection cycle was performed. After changing the medium, selection of
Ratl cells with G418 was started. Usually, stable clones were picked after
selection for 21 days.
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A panel of stable clones was propagated and quantifizd for membrane-

_localized human AXL expression by FACS analysis. In detail, 1x10% cells

were harvested with 10 mM EDTA in PBS, washed once with FACS buffer
(PBS, 3% FCS, 0.4% azide) and sceded on a 96 well round botlom plate.
The cells were spun for 3 min at 1,000 rpm to remove supernatant and were
resuspended with mouse anti-AXL primary antibody MAB154 (R&D
Systems, 3 pg/ml). Cell suspensions were incubated on ice for 1 h, washed
twice with FACS buffer and rasuspended in 100 pl/well of PE-conjugated
donkey anti-mouse secondary antibody (Jackson) diluted 1:50 in FACS
buffer. The cell suspensions were incubated on ice and in the dark for 30
min, washed twice with FACS buffer and analyzed using an Epics XL-MCL
flow cytometer (Beckman Coulter).

Figure 1 shows the FACS analysis of the polyclonal Rati-Mock population
stably infected with pLXSN empty vector and Ratl-AXL cl.2 stably infected
with pLXSN-hAXL, and demonstrates AXL overexpression on the cell
surface of this representative clone.

Additionally, in order to generate a suitable cellular model system for
experimental purposes, NIH3T3 fibrobiasts stably overexpressing AXL were
generated in analogy to procedures described for Ratl. In brief 3x10°
Phoenix-E cells were seeded on 60 mm culture dishes and transfected with
2 pg/ml pLXSN vector or pLXSN-AXL cDNA using the calcium phosphate
method. After 24 h, medium was replaced by fresh medium ‘in which
Phoenix-E cells were incubated for 4 h. The supernatants of Phoenix-E cells
releasing pLXSN or pLXSN-hAXL ecotrophic virus were harvested and used
for the incubation of subconfluent NIH3T3 cells (2x10° cells per 6 cm dish)
for 3 h in the presence of Polybrene (4 mg/ml; Aldrich). Simultaneously,
Phoenix-E cells were re-incubated with fresh medium, which after another 3
h was used for a second infection of the NIH3T3 fibroblasts in the presence
of Polybrene (4 mg/ml; Aldrich). Likewise, a third infection cycle was

+ performed. After changing the medium, selection of NIH3T3 cells with G418
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was started. Usually, stable clones were picked after selection for 21 days.

A panel of stable clones was propagated and quantified for membrane-
localized AXL expression by FACS analysis. In detail, 1x10° cells were
harvested with 1A0 mM EDTA in PBS, washed once with FACS buffer (PBS,
3% FCS, 0.4% azide) and seeded on a 96 well round bottom plate. The cells
were ‘spun for 3 min at 1000 rpm to remove supernatant and were
resuspended with mouse anti-AXL primary antibody MAB154 (R&D
Systems, 3 pg/mi). Cell suspensions were incubated on ice for 1 h, washed
twice with FACS buffer and resuspended in 100 pl/well of PE-conjugated
donkey anti-mouse secondary antibody (Jackson) diluted 1:50 in FACS .
buffer. The cell suspensions were incubated on ice and in the dark for 30
min, washed twice with FACS buffer and analyzed using an Epics XL-MCL
flow cytometer (Beckman Coulter). '

Figure 2 shows the FACS analysis of the' polyclonal NIH3T3-Mock
population stably infected with pLXSN empty vector and NIH3T3-AXL cl.7
stably infected with pLXSN-hAXL, and demonstrates AXL overexpression on

the cell surface of this representative clone.

Example 2. Generation of rat anti-AXL monoclonal antibodies

Monoclonal rat anti-AXL antibodies were raised by injection of approximately
10x10° frozen cells of Ratl-AXL ¢l.2 both i.p. and subcutaneously into Lou/C
or Long Evans rats. Afier an 8-week interval, a final boost was given i.p and
subcutaneously 3 d before fusion. Fusion of the myeloma cell line P3X63-
Ag8.653 with the rat immune spleen cells was performed according to
standard procedures and yielded 105 hybridomas. After 2 weeks, first
supernatants from hybridomas were collected and tested in a primary FACS
screen for binding to NIH3T3-AXL c¢l.7 fibroblasts versus NIH3T3-Mock
control cells. Clones positive for AXL binding were further cultivated. From
50 ml supernatant of these clones, antibodies were purified and re-analyzed
for specific hinding to AXL on NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts versus NIH3T3-
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Mock control cells. Purified antibodies specifically binding to NIH3T3-AXL cl.
7 fibroblasts but not NIH3T3-Mock control cells were furthermore tested in
Akt-Kinase phosphorylation ELISAs, and ELISAs to determine the isotype
were performed. For purification of rat antibodies, supernatants were spun
for 20 minutes at 5,000g and subsequently sterile filtered. 500 pl of protein G
sepharcse FF were added and incubated at 4°C for at least 1 h on a
spinning wheel. Sepharose was spun down, supernatant discarded and
protein G matrix was washed twice with PBS prior to protein elution utilizing
citrate buffer (100mM) pH 2.1. Elution fractions were immediately rebuffered
to neutral pH by adding 1M Tris pH 8.0 and dialyzed against PBS.

Of the oligoclonal antibodies tested, 91 specifically bound to NIH3T3-AXL cl.
7 fibroblasts but not NIH3T3-Mock control cells, 9 inhibited Gas6-induced Akt
phosphorylation in the same cells, whereas 71 stimulated Akt
phosphorylation. Four antagonistic antibodies (I111B7, 110D12, 16E7, and
l111D5, in the following examples referred to as 11B7, 10D12, 6E7 and
11D5, respectively), two agonistic antibodies (111D7 and [l12A1; in the
following examples referred to as 11D7 and 2A1) and one control antibody
(IM1D5; in the following examples referred to as 1D5) were kryoconserved
and subcloned.

1 (11811 2a 0,8 53,8
2 111C8 igM/2a 0.9 55,0
3 [12F3 2a 0,8 52,4
4 |16E7 2a 1,8 62,3
5 |I7E6 2a 0,8 47,1
6 [17G1 G1 0.7 32,0
7 |17G11 G1 3,5 8,8
8 |18E5 G1 1 33,0
9 | 19H3 G1 0,5 40,4
10 | 1 10A10 IgV/2a 0,5 32,6
11 | 110D9 2a 0.7 47,4
12 | 110D12 G1 0,5 37,5
13 | 11187 IgMIG1/2¢ 0.6 36,2
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14 [ 111D7 IgM/2a 0,7 9,6

15 | 112B7 2al2c 0,8 43,6
16 | 112B8 IgM/G1 0,6 2,5

17 | 11 2D4 2a - 08 46,5
18 | 1 6AS G1 0,6 13,1

19 | 11 8A8 2a 0,6 34,6
20 | ilH1A10 2a 14 54,5
21 [ 1181 2a 7,5 24,6
22 | I11B3 igM/2a 1.1 53,3
23 | N1B6 2b 1.1 15,3
24 |11 1B11 2b 1,1 111

25 |11 1C3 2b 1,0 24,2
26 |l 1C10 - 11 22,1

27 | 1D2 _IgM/2b 30 26,6
28 | Ii111D5 2a 1,5 89

29 | 107 2b 1,0 17,3
30 | I 1D11 - 1,1 10,9
31 [ H1D12 2b 1,0 77

32 | L1E7 - 11 81,4
33 | HH1ENM G1/2a 1,2 44,0
34 | M1F2 G1 1,2 42,2
35 [ N1F3 2b 1,1 9,0

36 | ll1G2 - 1,0 30,5
37 | 1G9 2a 1.3 89,2
38 | HI1G11 - 1.1 54,7
39 |l 1G12 - 1,1 59,4
40 | lil 1H4 __lgM/2b 1,0 20,0
41 | I 1H8 2a/2b 1,0 10,1

42 |11 1He 2b 0,9 13,6
43 | 1l 2A1 2a 1,0 36,0
44 | N1 2A2 2b 1,0 10,5
45 | 11l 2A4 2b 1,2 11,8
46 | 1l 2B1 2b 09 16,0
47 | 1l 2B6 2a/2b 1,0 39,7
48 | 1l 2B8 2a 1,0 53,3
49 | 1l 2B10 2b 1,1 10,6
50 | It 2C12 2a/2b 1,0 11,2
51 | 1H2D1 2a/2b 1,0 42,0
52 | i 2D3 2b 0,9 17,8
53 | li 2D8 2a 14 109,7
54 | Il 2D12 2b 1,8 16,0
55 | lll 2E11 2b 1,0 14,8
56 | Il 2G4 - 1,0 8,5

57 | lli2H7 - 1,0 81,2
58 |11l 3A1 2a 1,5 82,5
59 | Il 3A2 2b 1,0 7,4

60 | Hf 3A3 __IlgMiG1 2,0 49,6
61 | Il 3B2 - 1,0 11,3
62 | 11 3B3 2b 0,8 12,4
63 | 11 3B4 igM 1,2 98,0
64 | 1 3B5 IgM/2b 1,6 74,0
65 [ Il 3B7 2b 1,8 13,4
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66 | N 3810 2a 1,1 70,6
67 | 13C3 . 1,3 457
68 | ill 3Cc4 - 1,4 15,2
69 | Hi3C10 2a 15,2 83,3
70 | 111 3C12 2b 1,2 418
71 | W1 3D2 2b 0,9 11,8
72 | 0 3D3 2a 1,0 545
73 | lli 3E1 - 1,2 497
74 | 1l 3E3 2a/2b 1,3 16,0
75 | 1 3E5 2a 1,1 56,4
76 | Ml 3F1 2b 1,0 9.8
77 | i 3G1 2a 1,2 57.8
78 | 11 3G3 2a 1,1 457
o 79 | M 3Gé 2a 1,1 55,9
B 80 | Il 3H4 2b 1,0 43,3
81 | I 3H5 2b 1,2 11,8
~ 82 | Il 4A4 igM 1,3 8,5
83 | Il 4A5 2a 1,9 32,8
84 | 1l 4A6 2a 2,5 10,4
85 | Il 4B1 2b 1,9 10,2
86 | lll 4B5 2b 1,6 6.4
87 | Ili 4B6 2a 1,9 56,8
88 | Il1 4B9 IgM/2b/2¢c 1,7 16,6
89 | Il 4B11 2a 1,2 58,1
90 | Nl 4c2 - 1,6 74
91 | Il 4C8 2a 12,8 21,3
92 | 11 4D1 - 1,6 7.9
93 | I14D9" - 1,1 31,2
94 | ni 4D10 2a 3,8 75
95 | Il 4E11 2b 1,5 7.6
. 96 | Ill 4F6 - 1,2 55
, 97 | il 4F8 2a 1,2 51,3
98 | Il 4F11 IgM 1,2 12,9
99 | Il-4F12 | 2a 1,1 52,6
100 | IM4aG2 |- 2a 1,0 52,4
101 | H14G11 igM/2b 1,1 8,9
102 | 1 4H4 b 3,1 61,3
103 | i1 4H5 2 2,7 20,0
104 | Il 4H10 IgM/2a 1,3 492
105 | 1l 4H11 IgM 3,3 124,0 -

Example 3. Rat anti-AXL antibodies of the invention do not cross-react

with mouse AXL or other members of the human AXL family, Mer and

s  Sky

This evample addressed cross-reactivity of rat anti-AXL antibodies of the
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invention with mouse and cynomolgus monkey AXL as well as with the other

members of the human AXL family, human Mer and human Sky. Following
subcloning of the mouse and monkey AXL coding sequence as well as

~human Mer and Sky into pcDNA3, each expression construct was

transfected into HEK293T fibroblasts. The ability of rat anti-AXL antibodies of
the invention to bind these proteins was tested by FACS analysis.

3 A. Cioning of mouse AXL

In the present study, the mouse AXL expression construct pcDNA3-mAXL
was generated. The full length coding sequénce of mouse AXL was
polymerase chain reaction (PCR) amplified using mouse heart cDNA
(Ambion) as template and appropriate primers according to the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) reference sequence
(NM_009465) of mouse AXL. The full length sequence coding for mouse
AXL was thereby covered by two overlapping PCR fragments, a 5'-fragment
and 3'-fragment. The primers for amplification of these fragments were as
follows:

Forward primer MOUSE1 for the 5'-fragment carrying an EcoRI recognition
seduence:

5'- GCG AAT TCG CCA CCA TGG GCA GGG TCC CGC TGG CCT G- 3’
Reverse: primer MOUSE2 for the 5’-fragment:

5- CAG CCG AGG TAT AGG CTG TCA CAGACACAGTCAG- 3

Forward primer MOUSES for the 3'-fragment:

5'- GCA CCC TGT TAG GGT ACC GGC TGG CAT ATC- 3

Reverse primer MOUSE4 for the 3'-fragment carrying a Noft recognition
sequence:

5'- ATA AGA ATG CGG CCG CTC AGG CTC CGT CCT CCT GCC CTG- 3
The 5:‘-1'ragment was digested with EcoR! and BstEll, the 3'-fragment was
digested with BstEll and Nofl, and pcDNA3 was cleaved with EcoRI and
Notl. A three factor ligation of the isolated and purified fragments was

performed and transformed into DH5¢. bacterial cells. A single colony was

picked and grown in the presence of ampicillin. Using a commercially
available plasmid purification kit (Qiagen), the mouse AXL expression vector
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pcDNA3-mAXL was purified, and sequence verified for subsequent transient
transfection into HEK293T cells.

s 3 B. Cioning of cynomolgus monkey AXL
In the present study, the cynomolgus monkey AXL expression constructs
pcDNAZ-cyAXL was generated. The full length coding se‘quence of
cynomolgus monkey AXL was PCR amplified using ¢cDNA prepared from
cynomoigus monkey brain tissue as template. Since the nucleotide
10 sequence of cynomolgus monkey AXL was not available, respective primers
were designed assuming significant homology to human AXL. The full length
sequence coding for cynofnolgus monkey AXL was thereby covered by two
overlapping PCR fragments, a 5'-fragment and 3'-fragment. The primers for
amplification of these fragments were as follows:
15 Forward primer CYNO1 for the 5'-fragment carrying an EcoR! recognition
sequence:
5-CGG AATTCG CCACCATGG CGT GGC GGTGCCCCAG-¥
Reverse primer CYNO2 for the 5'-fragment:
5'. CTC TGA CCT CGT GCA GAT GGC AAT CTT CATC- 3’
20 Forward primer CYNQO3 for the 3'-fragment:
5'- GTG GCC GCT GCC TGT GTC CTC ATC- &
Reverse primer CYNO4 for the 3'-fragment carrying a Nofl recognition
sequence: |
5'- ATA AGA ATG C GG CCG CTC AGG CAC CATCCT CCT GCCCTG -3’
zs  The 5'-fragment was digested with EcoRI and Dralll, the 3'-fragment was
digested with Dralll and Notl, and pcDNA3 was cleaved with EcoRl and Nofl.
A three factor ligation of the isolated and purified fragments was performed
and transformed into DH5 bacterial cells. A single colony was picked and
grown in the presence of ampicillin. Using a commercially available plasmid
a  purification kit (Qiagen), the cynomolgus monkey AXL expression vector
pcDNA3-cyAXL was purified, and sequence verified for subsequent transient
transfection into HEK293T cells. The nucleotide and amino acid sequences

of cynomolgus monkey are as follows:
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Nudeoﬁdesequence:
ATGGCGTGGCGGTGCCCCAGGATGGGCAGGGTCCCGCTGGCCTGGTG
CTTGGCGCTGTGCGGCTGGGTGTGCATGGCCCCCAGGGGCACACAGG
CTGAAGAAAGTCCTTTCGTGGGTAACCCAGGGAATATCACAGGTGCCC
GGGGACTCACGGGCACCCTTCGGTGTCAGCTCCAGGTTCAGGGAGAG
CCCCCCGAGGTACACTGGCTTCGGGACGGACAGATCCTGGAGCTCGE
GGACAGTACCCAGACCCAGGTGCCCCTGGGTGAAGATGAGCAGGATGA
CTGGATAGTGGTCAGCCAGCTCAGAATCGCCTCCCTACAGCTTTCCGAC
GCGGGACAGTACCAGTGTTTGGTGTTTCTGGGACATCAGAACTTCGTGT
CCCAGCCTGGCTACGTAGGGCTGGAGGGCTTACCTTACTTCCTGGAGG
AGCCTGAGGACAGGACTGTGGCCGCCAACACCCCCTTCAACCTGAGCT
GCCAAGCCCAGGGACCCCCAGAGCCCGTGGACCTACTCTGGCTCCAG
GATGCTGTCCCCCTGGCCACAGCTCCAGGTCATGGTCCCCAGCGCAAC
CTGCATGTTCCAGGGCTGAACAAGACATCCTCTTTCTCCTGCGAAGCCC
ATAACGCCAAGGGAGTCACCACATCCCGCACGGCCACCATCACAGTGC
TCCCCCAGCAGCCCCGTAACCTCCATCTGGTCTCCCGCCAACCCACGG
AGCTGGAGGTGGCTTGGACTCCAGGCCTGAGCGGCATCTACCCCCTGA
CCCACTGCACCCTGCAGGCTGTGCTGTCAGACGATGGGATGGGCATCC
AGGCGGGAGAACCAGACCCCCCAGAGGAGCCCCTCACCTTGCAAGCAT
CTGTGCCCCCCCACCAGCTTCGGCTGGGCAGCCTCCATCCTCACACCC
CTTATCACATCCGTGTGGCATGCACCAGCAGCCAGGGCCCCTCATCCT
GGACACACTGGCTTCCTGTGGAGACGCCGGAGGGAGTGCCCCTGGGC
CCCCCTGAGAACATTAGTGCCACGCGGAATGGGAGCCAGGCCTTCGTG
CATTGGCAGGAGCCCCGGGCGCCCCTGCAGGGTACCCTGTTAGGGTA
CCGGCTGGCGTATCAAGGCCAGGACACCCCAGAGGTGCTAATGGACAT
AGGGCTAAGGCAAGAGGTGACCCTGGAGCTGCAGGGGGACGGGTCTG
TGTCCAATCTGACAGTGTGTGTGGCAGCCTACACTGCTGCTGGGGATG
GACCCTGGAGCCTCCCAGTACCCCTGGAGGCCTGGCGCCCAGGGCAA
GCACAGCCAGTCCACCAGCTGGTGAAGGAAACTTCAGCTCCTGCCTTC
TCGTGGCCCTGGTGGTATATACTGCTAGGAGCAGTCGTGGCCGCTGCC
TGTGTCCTCATCTTGGCTCTCTTCCTTGTCCACCGGCGAAAGAAGGAGA
CCCGTTATGGAGAAGTGTTCGAGCCAACAGTGGAAAGAGGTGAACTGG
TAGTCAGGTACCGCGTGCGCAAGTCCTACAGTCGCCGGACCACTGAAG
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CTACCTTGAACAGCCTGGGCATCAGTGAAGAGCTGAAGGAGAAGCTGC
GGGATGTGATGGTGGACCGGCACAAGGTGGCCCTGGGGAAGACTCTG
GGAG/\AGGAGAGTTTGGAGCCGTGATGGAAGGCCAGCTCAACCAGGA
CGACTCCATCCTCAAGGTGGCTGTGAAGACAATGAAGATTGCCATCTGC
ACAAGGTCAGAGCTGGAGGATTTCCTGAGTGAAGCAGTCTGCATGAAG
GAATTCGACCATCCCAATGTCATGAGGCTCATCGGTGTCTGTTTCCAGG
GTTCTGAACGAGAGAGCTTTCCAGCACCTGTGGTCATCTTACCTTTCAT
GAAGCATGGAGACCTACACAGCTTCCTCCTCTATTCCCGGCTTGGGGA
CCAGCCAGTGTACCTGCCCACTCAGATGCTAGTGAAGTTCATGGCGGA
CATCGCCAGTGGCATGGAATATCTGAGTACCAAGAGATTCATACACCGG
GACCTGGCGGCCAGGAACTGCATGCTGAATGAGAACATGTCCGTGTGT
GTGGCGGACTTCGGGCTCTCCAAGAAGATCTACAACGGGGACTACTAC
CGCCAGGGACGTATCGCCAAGATGCCAGTCAAGTGGATTGCCATTGAG
AGTCTAGCTGACCGTGTCTACACGAGCAAGAGTGATGTGTGGTCCTTC
GGGGTGACAATGTGGGAGATTGCCACAAGAGGCCAAACCCCATATCCA
GGCGTGGAGAACAGCGAGATTTATGACTATCTGCGCCAGGGAAATCGC
CTGAAGCAGCCTGCGGACTGTCTGGATGGACTGTATGCCTTGATGTCG
CGGTGCTGGGAGCTAAATCCCCAGGACCGGCCAAGTTTTACAGAGCTG
CGGGAAGATTTGGAGAACACACTGAAGGCCTTGCCTCCTGCCCAGGAG
CCTGACGAAATCCTCTATGTCAACATGGATGAAGGTGGAGGTTATCCTG
AACCTCCCGGCGCTGCTGGAGGAGCTGACCCCCCAACCCAGCTAGACC
CTAAGGATTCCTGTAGCTGCCTCACTTCGGCTGAGGTCCATCCTGCTGG
ACGCTATGTCCTCTGCCCTTCCACAGCCCCTAGCCCCGCTCAGCCTGC
TGATAGGGGCTCCCCAGCAGCCCCAGGGCAGGAGGATGGTGCC

Amino acid sequence:
MAWRCPRMGRVPLAWCLALCGWVCMAPRGTQAEESPFVGNPGNITGAR
GLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIV
VSQLRIASLQLSDAGQYQCLVFLGHQNFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRT
VAANTPFNLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRNLHVPGLNK
TSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQQPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLS
GIYPLTHCTLQAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTLQASVPPHOLRLGSLHP
HTPYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGSQAFV
HWQEPRAPLQGTLLGYRLAYQGQDTPEVLMDIGLRQEVTLELQGDGSVSN
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LTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQPVHQLVYKETSAPAFSWPW
WYILLGAVVAAACVLILALFLVHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRK
SYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEG
QLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCF
QGSERESFPAPVVILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQMLVKFMADI
ASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENMSVCVADFGLSKKIYNGDYYRQG
RIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSEI
YDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPSFTELREDLENTLK
ALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEF’PGAAGGADPPTQLDPKDSCSCLTSA
EVHPAGRYVLCPSTAPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA

3 C. Cloning of human Mer

In the present study, the human Mer expression construct pcDNA3-hMer
was generated. The full length coding sequence of human Mer was obtained
through cleavage of the vector pCMV6-XL4-human Mer (Origene
#TC116132) with EcoRl and and Xbal. After digestion of pcDNA3 with the
same restriction endonucleases, both fragments were ligated to generate
pcDNA3-hMer. In order to introduce a Kozak consensus sequence, the 5'-
region of the human Mer coding sequence in pcDNA3-hMer was PCR
amplified using appropriate primers according to the NCB! reference
sequence (NM_006343) of human Mer. The primers for amplification of this
fragment were as follows: .

Forward primer MER1 carrying an EcoRl recognition sequence and the
Kozak consensus sequence:

5'-CGG AAT TCG CCA CCATGG GGC CGG CCC CGC TGC CGC-3
Reverse primer MER2 for the 5'-fragment:

5-TCG GCT GCC ATT CTG GCCAAC TTC C-3

The PCR product and pcDNA3-hMer were digested with EcoRI and EcoRV
and ligated to generate pcDNA3-Kozak-hMer, in which the full length human
Mer coding sequence is preceded by a Kozak consensus sequence.

Transformed into DH5a bacterial celis, a single colony was picked and

grown in the presence of ampicillin. Using a commercially available plasmid
purification kit (Qiagen), the pcDNA3-Kozak-hMer expression vector was
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purified, and sequence verified for subsequent fransient transfection into
HEK293T cells.

3 D. Cloning of human Sky

In the present study, the human Sky expression construct pcDNA3-hSky was
generated. The full length coding sequence of human Sky was PCR
amplified using the vector pCMV6-XL4-human Sky (Origene #MG1044_A02)
as template and appropriate primers according to the NCBI reference
sequence (NM_006293) of human Sky. The primers for amplification were
as follows:

Forward primer SKY1 carryihg an EcoRl recognition sequence:

5'-CGG AAT TCG CCA CCA TGG CGC TGA GGC GGA GC-3'

Reverse primer SKY2 carrying a Xhol recognition sequence:

5'-GCC CTC GAG CTA ACA GCT ACT GTG TGG CAG TAG-3'

The PCR product and pcDNA3 were digested with EcoRl and Xhol and
ligated to generate the pcDNA3-hSky expression vector. Transformed into
DH5a bacterial cells, a single colony was picked and grown in the presence
of ampicillin. Using a commercially available plasmid purification kit (Qiagen),
the pcDNAS3-hSky expression vector was purified, and sequence verified for
subsequent transient transfection into HEK293T cells.

3 E. Transfection and expression of mouse AXL, cynomolgus monkey
AXL, human Mer, and human Sky

For transient expression of mouse AXL, cynomolgus monkey AXL, human
Mer or human Sky, HEK293T cells were transiently transfected with either
pcDNA3 empty vector, pcDNA3-hAXL, pcDNA3mAXL, pcDNA3-cyAXL,
pcDNA3-hMer, or pcDNAB-hSky applying the calcium phosphate method. In
brief, prior to transfection, 3x10% HEK293T cells in 16 ml medium were
seeded on a 15 cm cell tissue culture dish and grown at 7% CO. and 37°C
for 30 h. 32 pug DNA of the respective expression construct or empty vector
in 720 pl of ddH.O were mixed with 2.5 M CaCl. and 2xBBS (pH 6.96) and

kept at room temperalure for 10 min. The solutions were gently added to the
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cell cultures and incubated at 3% CO: and 37°C for 8 h. The medium then

. was replaced with fresh growth medium and cells were cultured at 7% CO-

and 37°C for 24 h.

3 F. FACS analysis to test rat anti-AXL antibodies for cross-reactivity
For FACS analysis, 2x10° cells were harvested with 10 mM EDTA in PBS,
washed once with FACS buffer (PBS, 3% FCS, 0.4% azide) and seeded on
a 96 well round bottom plate. To remove the supernatant, plates were spun
for 3 min at 1000 rpm and cells were resuspended in 10 pg/ml isotypic
control antibody 1D5 as well as anti-AXL 11D5, 11B7, 10D12, 6E7, 2A1,
11D7 and 12B7 primary antibody solutions (100 pl/well). After incubation on
ice for 1 h, cells were washed twice with chilled FACS buffer and
resuspended with PE-conjugated donkey anti-rat (Jackson) secondary
antibody diluted 1:50 in FACS buffer (100 pl/well) or PE-conjugated donkey
anti-mouse secondary antibody for control. Protected from light, cells were
incubated on ice for 30 min, washed twice with FACS buffer and analyzed
using an Epics XL-MCL flow cytometer (Beckman Coulter).

Figure 3 shows representative results of this experiment. With exception of
12B7 which shows moderate cross-reactivity with mouse AXL as well as
human Mer and Sky, non of the other anti-AXL antibodies of the invention
cross-reacted with these molecules. In contrast, all of the tested rat anti-AXL
antibodies of the invention cross-reacted with cynomolgus monkey AXL.

Example 4. Rat anti-AXL antibodies of the invention inhibit ligand-

induced AXL phosphorylation in vitro

ELISA experiments were performed in order to investigate whether the rat
anti-AXL antibodies of the invention are able to block ligand Gas6-mediated
activation of AXL. Gas6-mediated AXL activation was detected by increased
receptor tyrosine phosphorylation. In brief, on day 1, 3x10* cells per well
were seesded in normal growth medium in flat-bottom 96 well plates. The
next day, growth medium was replaced by serum-free medium to starve cells
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over night for 24 h. Also over night, black Maxi-Sorp 96 well plates (Nunc)
were coated with mouse anti-phospho-tyrosine antibody 4G10 at 2 pg/mi
PBS and 4°C. On day 3, the 4G10 antibody solution was removed and Maxi-
Sorp wells were blocked with PBS, 0.5% BSA 'for at lest 4 h at room
temperature. In parallel, cells were pre-incubated with 10 pg/mi of the mouse
contre! antibody 72A1 as well as the rat anti-AXL antibodies 2A1, 11D7,
11D5, 1187, 6E7, and 10D12 for 1 h at 37°C and then treated with or without
400 ng/ml Gas6 (R&D Systems) for 10 min at 37°C. Medium was then flicked
out and cells were lysed in lysis buffer (60 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerine, and 1% Triton X-100) supplemented with
phosphatase and protease inhibitors (10 mM Na,P.0;, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM orthovanadate, 1 rmmM NaF, and 0,5%
aprotinin) for 30 min on ice. Meanwhile, blocking buffer was removed and
Maxi-Sorp plates were washed 6x with wash buffer (PBS, 0.05% Tween 20),
before lysates were transferred and incubated over night at 4°C. After plates
were washed €x with wash buffer on day 4, wells were incubated with
biotinylated rat anti-AXL antibody 12B7 at 0.& pg/ml PBS for 2 h at room
temperature. Plates weré washed 6x with wash buffer and AP-conjugated
streptavidin (Chemicon #SA110) diluted 1:4,000 in PBS was added to each

A well and incubated for 30 min at room temperature. Afterwards, wells were

washed 6x with wash buffer and AttoPhos substrate solution (Roche
#11681982) was added. Using a Victor plate reader (Perkin Elmer), the
fluorescence of each well was collected at an excitation wavelength of 430
nm and an emission wavelength of 580nm. |

Figure 4 shows representative resﬁlts of this experiment for NIH3T3-AXL cl.7
fibroblasts (A) and NCI-H292 lung cancer cells (B). The rat anti-AXL
antibodies 11B7, 11D5, 6E7, and 10D12 of the invention were able to block
or reduce ligand-mediated AXL activation as indicated by decreased
phosphorylation, and are thus considered antagonistic anti-AXL antibodies.
In contrast, the rat anti-AXL antibodies 2A1 and 11D7 of the invention
stimulate basal AXL activation as indicated by increased phosphorylation, do
not significantly reduce ligand-mediated AXL activation, and are therefore
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considered agonistic anti-AXL antibodies. Similar effects with the same panel
of antibodies were observed in the lung cancer cell lines CalLu-1 and
Calu-6, the breast cancer cell lines Hs578T and MDA-MB-231, the prostate
cancer cell line PC-3, the pancreas cancer cell line PANC-1, the melanoma
cell line C-8161, the ovarian cancer cell lines SkOV-3 and SkOV-8, the
glioblastoma cell line SF-126, the cervical cancer cell line CaSki, as well as
the gastric cancer cell lines Hs746T and MKN-1.

Example 5. Rat anti-AXL antibodies of the invention inhibit ligand-

induced p42/p44 MAP-Kinase phosphorylation in vitro

Mext, ELISA experiments were performed in order to investigate whether the
rat anti-AXl. antibodies of the invention are able to block ligand Gas6-
mediated activation of p42/p44 MAP-Kinase. GasG-mediated p42/p44 MAP-
Kinase aclivation was detected by increased protein (Thr202/Tyr204)
phosphorylation. In brief, on the first day, 2x10* cells per well were seeded in
flat-bottom 96 well plates. The next day, normal growth medium was
replaced by serum-free meadium to starve cells for 36 h. Thereafter, cells
were pre-incubated with 10 pg/ml of the isotypic control antibody 1D5 as well
as the rat anti-AXL antibodies 11D5, 11B7, and 2A1 for 1 hr at 37°C and
then treated with or without 400 ng/mi Gas6 (R&D Systems) for 10 min at
37°C . Medium was flicked out and cells were fixed with 4% formaldehyde in
PBS (pH 7.5) for 30 min at room temperature. Formaldehyde solution was
removed and cells were washed twice with wash buffer (PBS, 0.1% Tween
20). Cells were quenched with 1% H:0., 0.1% NaN; in wash buffer and
incubated for 20 min at room temperature. Afterwards, the quenching
solution was removed, and cells were washed twice with wash buffer and
blocked with PBS, 0.5% BSA for 4 h at 4°C. Anti-phospho-p42/p44 MAP
Kinase (Thr202/Tyr204) primary antibody (polyclonal rabbit; Cell Signaling
#9101) diluted 1:500 in PBS, 0.5% BSA, 5 mM EDTA was added over night
at 4°C. On day 4, the antibody solution was removed and the plate was
washed 3x with wash buffer. HRP-conjugated anti-rabbit secondary antibody
(Dianova #111-036-045) diluted 1:2,500 in PBS, 0.5% BSA was then added
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to each well and incubated for 1.5 h at room temperature. The plate was
washed 3x with wash buffer and twice with PBS for 5 min each.
Tetramethylbenzidine (TMB, Calbiochem) was added and monitored at 620
nm. The reaction was stopped by addition of 100 pl of 250 nM HCI and the
absorbance was read at 450 nm with a reference wavelength of 620 nm
using a Vmax plate reader (Thermo Lab Systems).

Figure 5 shows representative results of this experiment for the cervical
cancer cell line CaSki. The rat anti-AXL antibodies 11B7 and 11D5 of the
invention were able to reduce ligand-mediated p42/p44 MAP-Kinase
activation as indicated by decreased phosphorylation, and -are thus
considered antagonistic anti-AXL antibodies. In contrast, the rat anti-AXL
antibody 2A1 of the invention stimulates basal p42/p44 MAP-Kinase
activation as indicated by increased phosphorylation, does not reduce
ligand-rnediated p42/p44 MAP-Kinase aclivalion, and is therefore considered
an agonistic anti-AXL anlibody. Similar effects with the same panel of
antibodies ware obsarved in the breast cancer cell line Hs578T and the lung
cancer cell line NCI-H292.

Example 6. Rat anti-AXL antibodies of the invention inhibit ligand-

induced Akt phosphorylation in vitro

Furthermore, ELISA experiments were performed in order to investigate
whether the rat anti-AXL antibodies of the invention are able to block ligand
Gas6-mediated activation of Akt-Kinase. Gas6-mediated Akt-Kinase
activation was detected by increased protein (Serd73) phosphorylation. In
brief, on day 1. 2x10* cells per well were seeded in flat-bottorn 96 well plates.
The next day, normal growth medium was replaced by serum-reduced
(DMEN, 0.5% FCS for NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasis) or serum-free (for
cancer cell lines) medium to starve cells for 36 h. Thereafter, cells were pre-
incubated with 10 pg/ml of the isotypic control antibody 1D5 as well as the
rat anti-AXL antibodies 11D5, 11B7, and 2A1 for 1 h at 37°C and then
treated with or withour 400 ng/ml Gasé (R&D Systems) for 10 min at 37°C.
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Medium was flicked out and cells were fixed with 4% formaldehyde in PBS
(pH 7.5) for 30 min at room temperature. Formaidehyde solution was
removed and cells were washed twice with wash buffer (PBS, 0.1% Tween
20). Cells were quenched with 1% H:0., 0.1% NaN; in wash buffer and
incubated for 20 min at room temperature. Afterwards, the quenching
solution was removed, and cells were washed twice with wash buffer and
blocked with PBS, 0.5% BSA for 4 h at 4°C. Anti-phospho-Akt (Ser473)
primary antibody (polyclonal rabbit; Cell Signaling #9271) diluted 1:500 in
FBS, 0.5% BSA, 5 mM EDTA was added over night at 4°C. On day 4, the
antibody solution was removed and the plate was washed 3x with wash
buffer.' HRP-conjugated anti-rabbit secondary antibody (Dianova
#111-036-045) diluted 1:2,500 in PBS, 0.5% BSA was then added to each
well and incubated for 1.5 h at room temperature. The plale was washed 3x
with wash buffer and twice with PBS for 5 min each. Tetramethylbenzidine
(TMB, Calbiochem) was added and monitored at 620 nm. The reaction was
stopped by addition of 100 pl of 250 nM HCI and the absorbance was read at
450 nm with a reference wavelength of 620 nm using a Vmax plate reader
(Thermo Lab Systerns).

Figure 6 shows representative results of this experiment for NIH3T3-AXL cl.7
fibroblasts (A) and Cala-1 lung cancer cells (B). The rat anti-AXL antibodies
11B7 and 11D5 of the invention were able to block or reduce ligand-
mediated Akt-Kinase activation as indicated by decreased phosphorylation,
and are thus considered antagonistic anti-AXL antibodies. In contrast, the rat
anti-AXL antibody 2A1 of the invention stimulates basal Akt-Kinase activation
as indicated by increased phosphorylation, does not reduce ligand-mediated
Akt-Kinase activation, and is therefore considered an agonistic anti-AXL
antibody. Similar effects with the same panel of antibodies were observed in
the lung cancer cell line NCI-H292, the breast cancer cell lines Hs578T and
MDA-MB-231, the prostate cancer cell line PC-3, the pancreas cancer cell
line PANC-1, the melanoma cell line C-8161, the ovarian cancer cell lines
SkOV-3 and SKOV-8, the bladder cancer cell line TCC-Sup, as well as the
fibrosarcoma cell line HT1080.
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Example 7. Rat and chimeric anti-AXL antibodies of the invention
inhibit ligand-induced Akt phosphorylation in vitro to similar extent

Chimeriz derivatives of the rat anti-AXL antibodies 11B7 and 11D5 were
generated as part of this invention (see below). In order to investigate
whether the rat anti-AXL antibodies of the invention and the corresponding
chimeric anti-AXL antibodies of the invention were able tn block ligand Gas6-
mediated activation of the Akt-Kinase in NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts to
similar extent, ELISA experiments were performed. Antibody-mediated Akt-
Kinase inhibition was detected by decreased protein (Serd473)
phosphorylation. In brief, on day 1. 2x10* cells per well were seeded in flat-
bottom 96 well plates. The next day, normal growth medium was replaced by
serum-raduced mediurn (DMEM, 0.5% FCS) to starve cells for 36 h.
Thereafter, cells wefe pre-incubated with 50 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml,
500 ng/mi, and 1 pg/ml of rat anti-AXL antibody 11B7 or chimeric anti-AXL
antibody ¢h11B7, as well as 50 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 500 ng/mi, 1
pg/ml, & pg/mi, and 10 pg/mi of rat anti-AXL antibody 11D5 or chimeric anti-
AXL antibody ch11D5 for 1 h at 37°C and then treated with or without 400
ng/ml Gas6 (R&D Systems) for 10 min at 37°C. Medium was flicked out and
cells were fixed with 495 formaldehyde in PBS (pH 7.5) for 30 min at rocom
temperature. Formaldehyde solution was removed and cells were washed
twice with wash buffer (PBS, 0.1% Tween 20). Cells were quenched with 1%

" H:0., 0.1% NaN; in wash buffer and incubated for 20 min at room

temperature. Afterwards, the quenching solution was removed, and cells
were washed twice with wash buffer and blocked with PBS, 0.5% BSA for 4
h at 4°C. Anli-phospho-Akt (Ser473) primary antibody (polyclonal rabbit; Cell
Signaling #9271) diluted 1:500 in PBS, 0.5% BSA, 5 mM EDTA was added
over night at 4°C. On day 4, the antibody solution was removed and the
plate was washed 3x with wash buffer. HRP-conjugated anti-rabbit
secondary antibody (Dianova #111-036-045) diluted 1:2,500 in PBS, 0.5%
BSA was then added to =ach well and incubated for 1.5 h at room
temperature. The plate was washed 3x with wash buffer and twice with PBS
for 5 min each Tetramethylbenzidine (TMB, Calbiochem) was added and
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monitored at 620 nm. The reaction was stopped by addition of 100 p! of 250
nM HCI and the absorbance was read at 450 nm with a reference
wavelength of 620 nm using a Vmay plate reader (Thermo Lab Systems).

Figure 7 demonstrated that rat anti-AXL antibody 11B7 and chimeric anti-
AXL antibody ch11B7 of the invention as well as rat anti-AXL antibody 11D5
‘and chimeric anti-AXL antibody ch11D5 of the invention were able to inhibit
ligand-mediated Akt-Kinase activation to similar extent as indicated by
decreased phosphorylation. Thus, as compared to their respective rat
counterparts, the chimeric anti-AXL antibodies ch11B7 and c¢h11D5
maintained activity.

Example 8. Antagonistic rat-anti AXlL antibodies of the invention

compete with each other for the same or structurally related epitopes

~and do not share binding sites with agonistic rat-anti AXL antibodies of

the invention

Anti-AXL antibodies of the invention were examined whether they compete
with each other for similar binding epitopes on the AXL-ECD domain.
Therefore binding of biotinylated anti-AXL antibodies to AXL-ECD domain-
coated plates preincubated with anti-AXL antibodies was determined in a
competition ELISA. in brief, 30 pg of isotypic control antibody 1D5 as well as
rat anti-AXL antibodies 11B7, 11D5, 6E7, 10D12, 11D7, and 2A1 were
biotinylated with Sulfo-NHS-Biotin (Pierce #21217) according to the
manufacturers” instructions and purified utilizing Micro-BioSpin P6 columns
SSC (BIO-RAD #732-6200). On day 1, bhlack 96 well Maxi-Sorp plates
(Nunc) were coated with 100 pl/well of 1 pg/ml human AXL-ECD (R&D
Systerhs #154-AL) in PBS over night at 4°C. On day 2, coated Maxi-Sorp
plates were blocked with blocking buffer (PBS, 1% BSA, 0.05% TWEEN-20)
for 2 h at room temperature (250 pl/well), and subsequently incubated with
PBS or unbiotinylated isotypic control antibody 1D5 as well as unbiotinylated
rat anti-AXL antibodies 11B7, 11D5, 6E7, 10D12, 11D7, or 2A1 at 10 pg/ml
in blocking buffer (100 pliwell) for 1 h at room temperature. Antihody
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solutions were flicked out without washing and 100 upliwell PBS or
biotinylated isotypic control antibody 1D5 as well as biotinylated rat anti-AXL
antibodies 11B7, 11D5, 6E7, 10D12, 11D7, or 2A1 at 0.5 Hg/ml in blocking
buffer were added and incubated for 15 min at room temperature. After
washing 6x with wash buffer (PBS, 0,1% TWEEN-20), 80 pl/well AP-
conjugated Streptavidin (Chemicon #SA110) diluted 1:4,000 in blocking
buffer were added, incubated for 20 min at room tempefature washed again
6x with wash buffer and finally washed once with PBS. For detection, 100 pl/
well Attophos substrate solution (Roche # 11681982) were added. Using a
Victor plate reader (Perkin Elmer), the fluorescence of each well was
collected at an excitation wavelength of 430 nm an emission wavelength of
580 nm.

Figure 8 shows representative results of this analysis. The antagonistic anti-
AXL antibodizs 11B7, 11D5, 6E7, and 10D12 of the invention compete with
each other for the same or structurally adjacent epitopes. The two agonistic
antibodies 11D7 and 2A1 of the invention recognize individually different
epitopes and therefore are not mutually exclusive. Mor2over, 11D7 and 2A1
do not compete with the antagonistic antibodies for binding to the AXL-ECD.
The control antibody 1D5 did not bind to AXL-ECD.

Example 9. Rat and chimeric anti-AXL antibodies of the invention

inhibit lung cancer cell migration and proliferation in_vitro

To examine the migration and proliferation rates of different cells and culture
- conditions, in vitro wound healing/scratch assays are being employed for
many Yyears. These aésays generally involve growing a confluent cell
monolayer first. A small area is then disrupted and a group of cells are being
destroyed or displaced by scratching a line through the layer with, for
example, a pipette tip. The open gap is then inspected microscopically over
time as the cells move in and fill the damaged area (“healing”). In brief,
1.5x10% NCI-H292 lung cancer cells were seeded per well of a 12 well dish
and cuitured in normal growth medium (RPMI, 10% FCS). After 8 h, cells
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were rinsed with PBS and starved in Iow serum medium (RPMI, 0.5% FCS)
over night for 24 h. Using a sterile 200 pl pipette tip, three separate uniform
wounds per well were scraiched through the confluent NCI-H292 cell
monolayers. Cells were gently rinsed with PBS and incubated with low
serum medium (RPMI, 0.6% FCS) containing no additive, 10 pg/ml of the
isotypic control antibody 1D5, the antagonistic rat anti-AXL antibodies 11D5,
11B7, 6E7, or 10D12, the chimeric anti-AXL antibodies chn11D5 IgG2 and
chn11B7 1gG2, the agonistic rat anti-AXL antibodies 2A1 and 11D7 as well
as 10 pg/mi of Erbitux or 5uM Sutent for comparison. Cells were permitted to
migrate into the area of clearing for 24 h, washed once with PBS and fixed
with ice cold Methanol (100%) at ~20°C. Afier cells were stained with crystal
violet (0.5% in 20% Methanol), rinsed with water and dried over night, photos

. of the wounds were faken.

Figure @ shows representative results of this experiment for NCI-H292 lung
caner cells. Compared to the isotypic control antibody, the antagonistic rat
anti-AXL. antibodies ﬁ1D5, 11B7, 6E7, and 10D12 of the invention, as well as
the chimeric anti-AXL antibodies chn11D5 1gG2 and chn11B7 IgG2 of the
invention reduced the re-population of the cleared area, whereas the
agonistic rat anti-AXL antibodies 2A1 and 11D7 of the invention led to a
complete closure of the wound. Similar results with the same panel of
ahtibodies were observed with the ovarian cancer cell line SkOv-3 or the
gastric cancer cell line MKN-1.

Example 10. Rat anti-AXL antibodies of the invention inhibit ligand-

induced migration of NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts in vitro

Transmigration experiments were performed in order to investigate whether
the antibodies of the invention block cell migration. For this purpose, in the
morning of day 1, NIH3T3-AXL cl.7 cells were seeded on 15 cm dished in
normal growth medium, which in the evening was replaced by serum-
reduced medium (DMEM, 0.5% FCS) in order to starve cells for 36 h. The
next day, a FluoroBlock 96 well plate (Becton Dickinson #351164, 8 um pore
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size) was coated with 10 pg collagen I/m! 0.1 M acetic acid over night at
37°C. On day 3, the serum-reduced medium (DMEM, 0.5% FCS) was
replaced by serum-free medium (DMEM, 0% FCS, 0.1% BSA) for another 4
h. Cells were harvested with 10 mM EDTA in PBS and pre-incubated with rat
anti-AXL antibodies 4A6, 11B7 or 2A1 al a cell densily of 4x10° cells/nﬁl and
an antibody concentration of 10 pg/mi for 45 min. 50 p! cell suspension .
(20,000 cells) per well were then placed in the top chamber of the

FluoroBlock 96-well plate, 225 pl medium (DMEM, 0%FCS, 0.1%BSA) with

or without 400 ng/ml mouse Gas6 (R&D Systems) were used per well in the
bottom chamber. Cells were left to migrate for 7 h at 37°C and slained
afterwards with 4.2 uM calcein-AM (Molecular Probes #C3099) in PBS, 1mM
CaCl;, 1 mM MgCl: for 1 h at 37°C. Using a Victor plate reader (Perkin
Eimer), the fluorescence of each well was measured at a wavelength of 530
nm.

Figure 10 shows that the antagonistic anti-AXL antibody 11B7 of the
invention reduced both basal and Gas6-induced migration of NIH3T3-AXL cl.
7 fibroblasts, whereas the agonistic rat anii-AXL antibody 2A1 of the
invention increased ligand-induced and, in particular, basal migration of
NIH3T3-AXL cl.7 cells. The antibody 4A6 did not affect cell migration..

Example 11. Rat anti-AXL antibodies of the invention inhibit ligand-
induced proliferation of NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts in vitro
In vitro experiments were conducted in order to determine the ability of the

rat anti-AXL antibcdies of the invention to inhibit Gas6-induced cell
proliferation. For this purpose, 2,500 NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts per well
were seeded in FCS-containing medium on 96 well plates over night. The
next day, cells were starved in serum-reduced medium (DMEM, 0.5% FCS)
for 10 h and subsequently pre-incubated with 20 pg/mil of the mouse control
antibody 72A1, the antagonistic rat anti-AXL antibodies 11D5 and 11B7, ‘as
well as the agonistic antibody 2A1 in DMEM, 0.5% FCS for 1 h at 37°C. Cells
were treated with or without 400 ng/ml mouse Gas6 (R&D Systems) by
adding ligand directly to the antibody solution, and were then left to grow for
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86 h. AlamarBlue™ (BIOSOURCE #DAL1100) was added and incubated at
37°C in the dark. Absorbance was measured at 590 nm every 30 min. The

- data were taken 4 h after addition of AlamarBlue™.

Figure 11 shows representative resulis of this experiment. The antagonistié
anti-AXI. antibodies 11D5 amd 11B7 of the invention blocked Gas6-induced
proliferation of NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts, whereas the agonistic rat anti-
AXL antibody 2A1 of the invention increased ligand-induced and, in
particular, basal proliferation of NIH3T3-AXL cl.7 cells.

Example 12. Rat anti-AXL antibodies of the invention inhibit ligand-

mediated anti-apoptosis of serum-starved NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts
in vitro '

Induction of apoptosis and activation of caspases can result from a variety of
stimuli including growth factor withdrawal, exposure to chemotherapeutic
agents or radiation, or initiation of the Fas/Apo-1 receptor-mediated cell
death process. Gas6-AXL interaction has been shown to be implicated in the
protection of a range of cell tybes from apoptosis, including serum-starved
NIH3T3 fibroblasts (Goruppi et al.,, 1996, Oncogene 12, 471-480) or

pulmonary endothelial cells (Healy et al., 2001, Am. J. Physiol., 280,

1273-1281). In the present example we examined whether rat anti-AXL
antibodies of the invention interfere with Gas6-mediated anti-apoptosis of
serum-starved NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts, and thus induce apoptosis.
Apoptosis rates were thereby determined by measurement of the cellular
caspase-3/7 activity. For this purpose, NIH3T3-AXL cl.7 cells were seeded at
a densifty of 1.5x10? cells per well in black clear-bottom 96 well plates (100
plwell). The day after, normal growth medium was replaced by serum-
reduced medium (DMEM, 0.5% FCS) to starve cells over night for 24 h. The
next day, anlibody solutions of the isotypic control antibody 1D5, the
antagonistic rat anti-AXL antibodies 11B7 and 11D5, as well as the agonistic
rat anti-AXL antibodies 11D7 and 2A1 at 80 yg/ml in DMEM, 0% FCS, 0.01%
BSA were prepared. The cells were washed with PBS, covered with 60 pl of
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DMEM, 0% FCS, 0.01% BSA, and 10pl of the respective antibody solution
were added. After 1 h incubation at 37°C, 10 pl of DMEM, 0% FCS, 0.01%
BSA with or without 3.2 pg/ml mouse Gas6 (R&D Systems) were added (the
final concentrations of antibody and Gas6 were 10 pg/ml and 400 ng/ml,
5 respectively), and cells were incubated at 37°C for another 5 h. The following
steps refer to the technical bulletin to the Apo-ONE Homogenwous
Caspase-3/7 Assay (Promega, G7791). In brief, culture plates were removed
from the incubator and allowed to equilibrate at room temperature for 20
min. 60 ul of Apo-ONE substrate and € ml buffer were thawed, combined,
10 and added to the samples (75 pl/well). The contents of wells was gently
shaken for 30 sec, and, protected from light, incubated at room temperature
for 1 h. Using a Victor plate reader (Perkin Elmer), the fluorescence of each
well was measured at an excitation wavelength of 485 nm and an emission
wavelength of 530nm.
15
Figure 12 shows representative resuits of this experiment. Compared to the
isotypic control antibody, the antagonistic rat anti-AXL antibodies 11B7 and
11D5 of the inveniion reduced Gas6-mediated anti-apoptosis of serum-
starved NIH3T3-AXL cl.7 fibroblasts, and thus induced apoptosis. In
20 contrast, the agonistic rat anti-AXL antibodies 2A1 and 11D7 of the invention
strongly induced anti-apoptosis of serum-starved NIH3T3-AXL cl.7 cells
regardless of the absence or presence of Gas6, and therefore inhibited
apoptosis. '

25 Exampie 13. Rat anti-AXL. antibodies of the invention inhibit spheroid-

based celiular angiogenesis in vitro

AXL is a key regulator of multiple angingenic behaviors including endothelial
cell migration, proliferation, and tube formation in vitro (Holland et al., Cancer
30 Res: 65, 9294-9303, 2005). Therefore, the rat anti-AXL monoclonal -
antibodies 11B7 and 11D5 of the invention were tested for inhibitory effects
on VEGF-A-induced vessel sprouting of HUVEC-spheroids. The
experiments were pursued in modification of the originally published protocol
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(Korff and Augustin: J Cell Sci 112: 3249-58, 1999). In brief, spheroids were
prepared as described (Korff and Augustin: J Cell Biol 143: 1341-52, 1998)
by pipetting 500 human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) in a
hanging drop on plastic dishes to allow over night spheroid aggregation. 50
HUVEC spheroids were then seeded in 0.9 ml of a collagen solution (2

~mg/ml) and pipetied into individual wells of a 24 well plate to allow

polymerization. Decreasing concentrations of the rat anti-AXL antibodies
11B7 and 11D5 (1x10% M, 1x107 M, 1x10% M, 1x10-9 M, 1x10™"® M) were
directly mixed in the éollagen solution before polymerization, whereas the
growth factor VEGF-A (final concentration 25 ng/ml) was added after 30 min
by pipeiting 100 pl of a 10-fold concentrated working dilution on top of the
polymerized gel. Plates were incubated at 37°C for 24 hours and fixed by
adding 4% paraformaldehyde. Sprouting intensity of HUVEC spheroids was
quantified by an image analysis system that determines the cumulative
sprout length per spheroid using an inverted microscope and the digital

‘imaging software Analysis 3.2 (Soft imaging system, Miinster, Germany).

The mean of the cumulative sprout length of 10 randomly selected spheroids
was analyzed as an individual data point.

Figure 13 shows the results of this experiment. The antagonistic rat anti-AXL
antibodies 11B7 (A) and 11D5 (B) of the invention inhibited VEGF-A-
stimulated HUVEC sprouting in the spheroid-based angiogenesis assay in a -
dose-dependent manner. Whereas treatment with the highest concentration
of 11B7 reduced HUVEC sprouting to basal levels, inhibition with the highest
concentration of 11D5 was not as effective (left panel). HUVEC sprouting
was inhibited with 1Cc, values of 9.8 x 10® M and 7.0 x 107 M for 11B7 and
11D5, respectively (right panel).

Example 14. Rat anti-AXL antibodies of the invention reduce human

prostate carcinoma growth in nude mice

The anti-tumor efficacy of therapeutic antibodies is often evaluated in human
xenograft tumor studies. In these model systems, human tumors grow as
xenografts in immunocompromised mice and therapeutic efficacy is
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measurad by the degree of tumor growth inhibition. The aim of this study
was to evaluate whether the antagonistic rat anti-AXL antibody 11B7 of the
invention intefferes with tumor growth of human prostate cancer cells in
nude mice. In brief, on day 0, 7-8 weeks old male NMRI™M  mice
(approvimate weight: 30 g after acclimatization) were anesthesized with
1.5-2.0 volume percent isoflurane at an oxygen flow rate of 2 I/min, and
1x10® PC-3-LN cells in 25 pyl PBS were orthotopically implanted into the
prostate. PC-3-LN cells are derived from the PC-3 prostate carcinoma cell
line which was infected with a retrovirus coding for a luciferase-neomycin
fusion prbtein. The onset of tumor growth and tumor growth progression was
therefore measurable via in vivo bioluminescence imaging. For this purpose,
luciferin was injected intraperitoneally (i.p.) into the mice and light emission
was measured 10 min post injection using a NightOWL LB 981
bioluminescence imaging system (Berthold Technologies, Germany). Prior to
first treatment, mice were randomized and statistical tests performed to
assure uniformity in starting tumor volumes (mean, median and standard
deviation) across the treatment groups of 10 animals each. On day 8, all
tréatments started and were continuad until day 34, followed by necropsy on
day 35. 25 mg/kg of the isotypic control antibody 1D5 and the antagonistic
rat anti-AXL antibody 11B7 were intraperitoneally (i.p.) administered 3x a
week (Mo, Wed, Fr) into animals of group 1 and 2, respectively. Animals of
group 3 orally (p.o.) received 40 mg/kg of Sutent once a day. Animals of
"‘Group 4 received three intravenenus (i.v.) injections with 12.5 mg/kg of
Taxotere 4 days apart of each other. An overview of the treatment groups is

given below.

P Gee ow o Application i 3¢ 4 [k Animaly
Group {7 w] g t::\‘“ ST
A B A Route Scheme “Number:
, ’ 3 times per week (Mo, Wed, Fr) — )
105 25 mg/ke i.p. 10
’ g/kg P starting one day after randomization?
3 timeas per waek (Mo, Wed, Fr
1187 25mgkg | ip. mesp ( ) 10
starting one day after randomization?
| kL e o T T e T s R dally e e Tk
{2 Sutent” . | A0 mglkg ] Tpees e L S R ¥
A PP ' N B ngg ! p 0| - starting 6ne day after randornization®
3 doses 4 days apart
Taxoters 12.5 mg/kyg iLv. , ys ap o 10
starting one day after randormization
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Figure 14 shows the resuits of this experiment. Compared to the isotypic
control antibody 1D5, the antagonistic rat anti-AXL antibody 11B7 of the
invention reduced the overall growth of PC-3-LN brostate fummors in nude
mice.

Examplie 15. Rat anti-AXL antibodies of the invention inhibit metastasis

of human prostate carcinoma

In the same experiment as described under “Rat anti-AXL antibodies of the
invention reduce human prostate éarcinoma growth in nude mice”,
relocalization of PC-3-LN tumor cells into other organs (metastasis) was
analyzed post necropsy to evaluate anti-metastatic effects of the
antagonistic ral anti-AXL antibody 11B7 of the invention..For this purpose,
selectecl organs (liver, spleen, lungs, femur, part of the lumbar spine) were
collected post necropsy, homogenized, and supplemented with luciferin.
Subsequently, light emission was measured using a NightOWL LB 981
bioluminescence imaging system (Berthold Technologies, Germany).

Figure 15 shows the results of this experiment for the analysis of spleens.
Compared to the isotypic control antibody 1D5, the antagonistic rat anti-AXL
anlibody 11B7 of the invention reduced the occurrence of spleen
metastases. Noteworthy, the anti-metastatic effect of 11B7 in this experiment
was stronger than that of Sutent. Similar observations were obtained for
liver, lung, femur, and lumbar spine metastasis. |

Example 16. AXL is predominantly expressed in tumor rather than

adiacent normal tissue

In this study, the AXL expression in 17 different human malignancies was
immunohistochemically analysed on formalin-fixed paraffin-embedded
tissues in tissue multiarray format. For each tumor type, pairs of tumor tissue
and matching non-malignant tissue were examined. In brief, tissue was fixed
for 16 1o 20 h in 4% neulral buffered formalin and embedded in paraffin. For




WO 2009/662690 PCT/EP2008/009548
-70-

construction of a 60-core tissue microarray (TMA), one punch of healthy
tissue and one punch of corresponding tumor tissue of each case was
chosen by a pathologist. A 96-core TMA with normal control tissue punches
(three of each tissue type) was generated regarding to FDA guidelines. Each

s punch was 1.5 mm in diameter.

With a microtom2, 2-4 pm sections of selected tissue blocks were cut,
mounted on silanized glass slides (Sigma) and dried at 60°C for 30 min and -
38°C over night. Sections were deparaffinized by incubation in a xylene bath
1 for 5 min twice, in acetone for 5 min twice and finally in distilled water for 5
min. Heat pre-treatment of the sections was performed in 10 mM citrate
buffer, pH 6.0 in a steamer for 30 min, followed by washing in distilled water.
Endogenous peroxidase was blocked by incubation with a freshly prepared
solution of 0.3% H:0, in methanol for 20 min at room temperature, followed
15 by washing with distilied water and PBS for 5 min each. Sections were
incubated with polyclonal goat Aanti-human AXL antibody (Santa Cruz
SC-10965) for 60 min (1:20 dilution in TBST) at room temperature. After three
washes in TBST, the sections were incubated with biotinylated rabbit anti-
goat secondary antibody (Dianova, 1:200 dilution in TBST) for 45 min at
) room temperature. After washing as befare, the sections were incubated with
Streptavidin/HRP (DAKO, 1:300 dilution in TBST) for 30 min at room
témperature, followed by washing as before. Staining was achieved with
DAB solution (DAKO; 1:50 dilution in substrate buffer) for 10 min at room
temperature. Finally, the slides were rinsed with water, counterstained with
5 Harris’ hematoxylin, and covered with a glass slide. Control sections were
incubated with goat IgG control antibody (R&D) instead of anti-AXL primary
antibody. '

Figure 16 summarizes the results of this analysis on AXL expression in 17
a0 different human solid tumors and corresponding non-malignant tissue (A).
Among all cases screened for each indication, no marked expression was
detected in follicular lymphoma, prostate cancer (except for single cells), and
in kidney cancer Melanoma and Merkel cell tumors showed very low
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expression of AXL. A weak expression was observed in a few tumors of the
lung, mainly adenocarcinomas. Esophagus and Barrett tumors, ovarian,
colon and pancreatic tumors as well as liver tumors (hepatocellular
carcinoma) showed weak staining in about 30% of the cases. Head and neck
s tumors showed weak to moderate staining in about 40% of the tumors.
Weak to moderate staining was detected in 60% to 100% of the analyzed
tumors of the breast, cervix, bladder, thyroid and the stomach. Most intense
staining was seen in mammary tumors and in a signet ring cell carcinoma. of
the stomach (B). Non-malignant tissues mainly showed no spéciﬁc staining
10 except from tubuli of the kidney which sometimes showed weak staining over

background.

Example 17: Structure and characteristics of anti-AXL antibodies

15 17 A. Nucleotide sequences of rat antibody variable domains

Rat anti-AXL antibody variable domains were cloned from hybridoma cells.

RNA was prepared utilizing the RNA-Extraction kil RNeasy (RNeasy midi-kit,

Qiagen). cDNA encoding for the antibody genes was prepared using the 5
20 "RACE kit (Invitrogen) according to manufacturer's instructions.

Briefly, first strand cDNA was synthesized from total or RNA using the gene-
specific GSP1-primers and SuperScript™ 1l Reverse Transcriptase After
first strand cDNA synthesis, the original mRNA template is removed by

2 treatment with the RNase Mix. A homopolymeric tail is then added to the 3'-
end of the cDNA. PCR amplification is accomplished using Tag DNA
polymerase, a nested, gene-specific primer (GSP2) that anneals to a site
located within the cDNA molecule and an anchor primer provided with the kit.
Following amplification 5 RACE products were cloned into the pLXSN-ESK

n  vector for sequencing. To facilitate cloning the Anchor Primer (AP) included
a recognition sequence for Sal |, GSP2 primers contained a Xhol site.
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GSP1 primer:

kappa_(GSP1: GATGGATGCATTGGTGCAGC

new_kappa GSP1: ATAGATACAGTTGGTGCAGC

heavy GSP1: CAGGGTCACCATGGAGTTA

GSP2 primer:

Xhol-hGSP2: CCGCTCGAGCGGGCCAGTGGATAGACAGATGG
Xhol-kGSP2: CCGCTCGAGCGGCCGTTTCAGCTCCAGCTTGG

Utilization of GSP primers for rat anti-AXL Mab cloning:

11B7: kappa GSP1; Xhol-kGSP2
heavy GSP1; Xhol-hGSP2

10D12: kappa_GSP1, new_kappa_GSP1; Xhol-kGSP2
heavy GSP1; Xhol-hGSP2

11D5:  new_kappa_GSP1; Xhol-kGSP2
heavy GSP1; Xhol-hGSP2

17 B. Aminoacid sequence rat anti-AXL antibody variable domains

Rat antibody variable domain sequences were translated from sequenced
genes cloned into the pLLXSN-ESK vectors. The given amino acid
sequences start at position one of the variable domain. The complementarity
determining regions (CDRs) required for the specific binding of the antibody
to its target are defined according to Kabat (Kahat et al. Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition. NIH Publication No.
91-3242, 1991). The Kabat definition is based on the sequence variability
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within the variable domains. Anti-AX1. specific CDR regions of the antibodies

are listed in SEQ ID NO: 13-30. The individual CDRs include the following

positions:

CDR-L1: 24-34
CDR-LZ: 50-56
CDR-L3: 89-97

CDR-H1: 31-35b

CDR-H2: 50-65

CDR-H3: 95-102

17 C Rat antibody expression and purification:

Hybridomas were cultured in Celline CL 1000 bioreactors (Integra
Biosciences) at 37°C, 5-7% CO- using DMEM including 4.5g/L glucose; 1%
Glutamine, 1% Pyruvate 1% Pen/Strep. FCS supplementation is 1 % FCS for
the nutrient compartment and 5 % low IgG FCS for the cell compartment.
Harvest and media exchange is performed twice a week. Cell splitting 1/1
->1/3 depending on cell growth. Productivity is tested once a week via SDS-
PAGE analysis. Supernatants are stored at —20°C until purification.
Mycoplasma test of running cultures is done once a week.

Antibodies are purified using Protein A or G Sepharose FF (GE-Healthcare)
via an Akta Explorer 100 System (GE-Healthcare). Columns are individually
packed for each purification. The column size is adjusted to the expected
productivity and size of each batch (usually 50 — 500 mg). Protein containing
solutions are kept on ice or at 4°C wherever possible. Sterile buffers and
double destilled water are used for the entire process.

Supernatants are thawed, buffered with 50 mM TRIS pH 8.5, centrifuged,
filtered through a 0.22 ym membrane and loaded onto the column. After
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washing with 8 column volumes (CV) 50 mM PQ,, pH8.5 the antibody is
eluted within 10 CV 100 mM Glycin, pH 3.3. Eluate fractions are rebuffered
immediately to neutral pH by adding 1/5 1M Tris pH 8.0 (1 ml Tris per 4ml
eluate fraction) and analysed by rSDS-PAGE subsequently. Fractions
containing pure antibody are pooled, dialysed against PBS at 4°C and sterile
filtered.

Buffer system requirements are adjusted according to the individual
properties of each antibody. In particular, rat 1gG2a antibody 11D5 was
bound to ProteinG 4 FF matrix (GE-Healthcare) and washed under high salt
conditions (2M NaCl). Rat antibody IgG1 11B7 was purified via rProteinA
(GE-Healthcare) under high sait conditions according to 11D5. Antibody
elution was performed at pH 5.5. Flow rate for rat antibody purification has to
be Kept low for increased binding efficiency.

As a second purification step either ion exchange chromatography (under
individual, suitable conditions} or preparative size exclusion chromatography
(PBS, pH 7.4) can be implemented.

The standard protocol for quality control of the purified antibodies includes:

o rSDS-PAGE gel analysis; Coommassie or silver stained

o BCA test (Pierce #23227 BCA Prolein Assay Kit; rat IgG standard
#31233)

e Analytical size exclusion (Superdex 200 Tricorn 10/300 GL,~250 mg
in 250 pl; 0.5 mi/min, Akta Explorer 100)

o Endotoxin test (LAL, Cambrex QCL-1000® Chromogenic LAL
Endpoint Assay # US50-648U)

e Cell based activity assays (FACS binding; pAkt; pAXL)

Purified antibodies are stored in PBS, pH 7.4 under steril conditioné at4°C or
—20°C depending on their stability.

f
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17 D. Antibody Affinity determination by FACS scatchard

Human AXL overexpression NIH3T3 cells were harvested by incubation with
10 mM EDTA in PBS and resuspended at 6 million cells per ml in FACS
buffer (PBS pH 7.4, 3% FCS, 0.1% NaNz). In a round-bottom microtiter plate,
100 pl of cell suspension were added to 100! of antibody solution containing
antibodies 11B7, 11D5, ch11B7-lgG2 or ch'11DS-IgG2 at concentrations
between 40 and 0.002 pg/ml (266 and 0.01 nM) in FACS buffer. Antibody
binding was allowed to proceed for 2 hours on ice. Then, cells were washed

twice with 250 gl FACS buffer per well, and resuspended in 200u! of
secondary antibody (anti-rat-PE; Jackson) diluted 1:50 in FACS buffer. After
45 minutes of incubation, cells were again washed twice in FACS buffer and
resuspended in 500ml PBS for FACS analysis. Analysis was carried out on a
Beckmean-Coulter FACS FC500. To determine the apparent affinity constant
Koaps, mean fluorescence values were plotted against the ratio of mean
fluorescence and the corresponding antibody concentration ([M}]). The
calculated Kp,, resulted from the inverse slope of the straight line are listed

below:
Clone : Kb value (nM)
1187 0.38
ch11B7-1gG2 0.6
11D5 0.81
Ch11D5-IgG2 0.9

18. Chimerization of rat anti-AXL antibodies:
Human kappa light chain and heavy chain 1gG1/2 genes were cloned from
peripheral blocd mononuclear cells (PBMC) of a human volunteer as

described below:

PBMCs were prepared from whole blood. Blood was diluted 1/2,5 in



10

20

25

. 30

WO 2009/662690 PCT/EP2008/009548

-76 -

PBS/? mM EDTA with 10 U/ml heparin at RT, layered over 15 ml Biocoll
solution covered by a diaphragm ( 35 ml/ tube) [Biocoll from Biochrom #
L6115]). Samples were cenirifuged at RT for 30 min at 400xg and serum
(~ 15 ml) was discarded. Interface containing PBMCs was carefully
recoverfed using a Pasteur pipette. PBMCs were washed 2x in PBS/2
mM EDTA (first wash 100ml, second wash 50 ml) and spun down at
3N0xg for 10 min. Cell pellet was resuspended in RPMI/ 10% FCS (25
mi) and yielded 5.5x10” PBMCs.

RNA was prepared from PBMCs using RNeasy kit from Qiagen (#
75142) according to manufacturer’s instructions. Purified RNA (30 pg)
was stored in aliquots at —80°C.

cDNA for antihody IgG gamma 1 and 2 as well as kappa chains were
prepared from isolated RNA by RT-PCR using Superskript Il Reverse

'Transkriptase (invitrogen # 18080 — 93) according to manufacturers

instructions using the following primers:

1) RT-gamma: GCG TGT AGT GGT TGT GCA GAG
2) RT-gamma2: GGG CTT GCC GGC CGT G
3) RT-kappa: TGG AAC TGA GGA GCA GGT GG

4) 5'Blp: AGATAAGCT TTG CTC AGC GTC CAC CAA GGG CCC
ATC GGT

5) 3'Bam(GAG): AGA TGG ATC CTC ATT TAC CCG GAG ACA
GGG AGA G

6) 5Bsi: AGA TAA GCT TCG TAC GGT GGC TGC ACC ATC TGT
CTT CAT
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7) 3'Bam(CTT): AGA TGG ATC CCT AAC ACT CTC CCC TGT
TGAAGC TCT

Primers were dissolved at 100pM. RT-PCR reactions were performed
using 2pmol oligo RTyand RTw respectively, adding 1 ug RNA, 10 mM
dNTP mix and heat for 5 min to 65 °C. 4yl first strand buffer, 1ul 0.1M
DTT, 1 ul RNase inhibitor (40 U/ul Fermentas # EO0311) and 2 pl
Superscript Il RT were added, mixed and incubated at 50°C for 1h
followed by a heat inactivation step for 15 min at 70 °C.

2ul of first strand reaction were used for second step PCR using Taq

~ polymerase (Eurochrom # EME010001) to yield double stranded DNA of

antibody constant domains. The primer 5Blp and 3'Bam(GAG) were

used to amplify y-chain, and 5°'Bsi and 3'Bam(CTT) were used to amplify

x-chain constant regions using the following PCR settings:.

x-chain amplification:
94°C 120 sec

'94°C 30 sec

55°C 30 sec
72°C 45 sec cycle 35 times

72°C 10 min

y—chain amplification:
94°C 120 sec

94°C 30 sec
45°C 30 sec
72°C 60 sec cycle 5 times
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94°C 30 sec
50°C 30 sec
72°C 60 sec cycle 35 times

72°C 10 min

The PCR products were analysed on a TAE buffered 2% agarose gel. A
single band of ~350 bp for kappa light chain and a single hand of ~
1000 bp forthe heavy chains y1 and y2 were found. The PCR products
were purified by Qiagen gel exiraction kit, (QIAGEN, #28784)
according to the manufacturer's instructions. To clone the PCR
fragments into the multiple cloning site of the pcDNA3 vector
(Invitrogen), pcDNA3 vector and PCR fragments were digested with
Hindl!l (67) and BamHI (37) restriction endonucleases. Restriction sites
were encoded within the PCR primers. Digested fragments were
purified using the Qiagen PCR purification kit (QIAGEN, 28104), and
DNA encoding the 11, y2 and k chains were ligated into the pcDNA3
vector facilitating T4 DNA ligase at 16°C overnight. Ligase was
inactivated for 10 min. at 65°C. Ligated DNA plasmids were directly
transformed into CaCl, competent E.coli using standard protocol and
plated onto Ampicillin containing LB-plates. After incubation at 37°C
overnight single colonies were picked, suspended in 10 pf H.O and
proofed for containing the respective antibody chain carrying plasmid
by PCR (5 ul suspended cells, Taq polymerase, primer 5Blp and

3Bam(GAG) 11/y2 and 5Bsi and 3Bam(CTT) for x colonies:
94°C 120 sec

g94°C 30 sec

55°C 30 sec

72°C 60 sec cycle 35 times

72°C 10 min
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Samples were analysed on 1.5% agarose gel for PCR products.
Antibocly gene containing colonies were selected to inoculate 5 ml
LB/Ampicillin medium. After incubation at 37 °C overnight E.coli were
harvested and DNA was prepared using Qiagen miniprep kit (QIAGEN,

# 12123). A contro! digest (Hindili, BamHI|) showed all x and y chain

gene inserts at the expected size; sequences were verified by DNA
sequencing at Medigenomix.

Rat variable domains were amplified by'PCR from pLXSN-ESK vector
and cloned into g1/g2 and k pcDNA3 vectors to yield the chimeric full
length antibodies. Variable VL domains were amplified with the following
primers, containing a Hindlll and Bsml site at the 5’end and a BsiWI site
at the 3’end:

VL-11B7-5": AGA TAA GCT TGT GCA TTC CGA CAT CCA
GAT GAC CCAGGC TCC

VL-11B7-3" AGA TCG TAC GTT TCA GCT CCA GCT TGG
TGC CTC
VL-11D5-5": AGA TAA GCT TGT GCA TTC CGA CAT CCA

GAT GAC CCAGTC TCC ATC

VL-11D5-3": AGA TCG TAC GTT TCA GCT TGG TCC CAG

Variable VH domains weré amplified with the following primers,
containing a Hindlll and Bsml site at the 5’end and a Blpl site at the 3
‘end:

VH-11B7/11D5-5":  AGA TAA GCT TGT GCA TTC CGA GGT GCA
GCT TCA GGA GTC AGG

VH-11B7/11D5-3:  AGA TGC TGA GCT GAC AGT GAC CAT GAC
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TCCTTG GCC

BsiWI for the light chain and the Blpl for the heavy chain are single sites
at the 5°end of the constant regions to enable the direct fusion with the 3
‘end of the variable domain genes.

Fused to the leader sequence SEQ ID No.: 69 derived from pLNOH2
vector (Norderhaug et. al. J. Immunol. Metheds 204, 1997; Neuberger
EMBO J. 1983; 2 (8): 1373-8,1983) genes encoding the chimeric antibody
chains were cloned into pCEP vector system for recombinant
expression. Light chain genes were cloned Nhel (56°) and Xhol (3) into
pCEP4 (Invitrogen) heavy chain genes Kpn!l (5°) and Xhol (3°) into
pCEP-Pu (Kohfeld FEBS Vol 414; (3) 557ff, 1997).

HEK 293 cells seeded on 20x20 cm plates were co-transfected with 1ug/ml
of each plasmid coding for light and heavy chain genes using standard
CaPO; transfection method for transient expression. Culture conditions were
37°C, 5% CO: in DMEM/F12 high glucose medium containing 5% low I1gG
FCS, 1% pyrovate, 1% glutamine, 1% penicillin/streptomycin. 24h after
transfaction merium was exchanged by fresh medium. Supernatants were
collected every 2-3 days for approximately 3 weeks. Chimeric antibodies
were purified from approximatelly 600ml supernatant utilizing 1 mi Hitrap
rProtein A columns (GE-Healthcare) under standard buffer conditions
(loading: 50 mM Tris; pH=8.5, wash: 50mM PO,; pH= 8.5, elution: 100mM
Glycin; pH 3,3) as described for rat antibody purification.

Example 19. Humanization of rat anti-AXL antibody variable domains

The rat variable regions of the chimeric antibodies were compared to
human antibody germline sequences at the protein level via a BLAST
search for immunoglobulin domains The closest human counterpart
within the V-genes, which in addition had identical CDR loop lengths was
identited. The associated D and J segments were selected from the V-
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BASE database (hitp://vbase mrc-cpe.cam.ac.uk/) according to their

homology to the rat sequences in an analogous approach.

For the rat variable domains of the 11B7 and 11D5 antibodies the
following bestfitting human germline sequences (V, D and J segments)
were found and defined as human framework:

VL11B7hum: Vk1-012 + Jk1 ‘
VH11B7hum: VH4-59 + D4-4 (reading frame 3) + JH4

VL11D5hum: Vk1-L1 + Jxd
VH11D5hum: VH4-59 + D4-4 (reading frame 3) + JH4

Leader sequences for humanized variable domains were adopted from the
associated germline V-gene sequences as selected. CDR residues of rat
anti-AXL antibodies defined according to Kabat (Kabat et al.,, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition. NIH Publication No.

~ 91-3242, 1991) were grafted into human germline frameworks for anti-AXL

specificity to obtain the final humanized version of anti-AXL antibodies
hum1187 and hum11D5.

The prctein sequences of the humanized anti-AXL antibodies hum11B7 and
hum11D5 are as foliows:

Protein sequences were back translated into DNA sequences. DNA
sequences were CODON optimized for recombinant expression in
mammalian cells using the Kazusa-Codon-Usage Database. The resulting
DNA sequences for the humanized anti-AXL antibodies are as follows:

The optimized DNA sequences encoding for the humanized anti-AXL
antibodies were synthesized by a PCR-method based on overlapping
oligonucleotides.
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VL-genes were cloned into pCEP4 vector utilizing the plasmid of the chimeric
antibody construct pCEP4_ch11B7k1. Cloning sites are Nhel (57) and BsiWI
(37) which were already included in the synthesized genes of the humanized
antibodies. VH genes were cloned into the corresponding chimeric heavy
chain vector pCEP-PU_ch11B7g1 utilizing Kpnl (5") and Bipl (3°) as
restriction sites. DNA optimization, gene synthesis, cloning and sequence
verification was conducted at Eurofins Medigenomix GmbH, Martinsried,
Germany.

Example 20. Rat and chimeric anti-Axl _antibodies of the invention

inhibit ligand-induced Axi phosphorylation in vitro to similar extent

" Chimeric derivatives of the rat anti—AxI antibodies 11B7 and 11D5 were

generated as part of this invention (see below). In order to investigate
whether the rat anti-Axl antibedies of the invention and the corresponding
chimeric anti-Ax! antibodies of the invention were able to inhibit ligand Gas6-
mediated Axl activation in vifro to similar extent, ELISA experiments on
CaSki cervical cancer cells were perfo'rmed. Gas6-mediated Axl activation
was .thereby detected by increased receptor tyrosine phosphorylation. in
brief, on day 1, 3x10* cells per well were seeded in normal growth medium in
flat-bottom 96 well plates. The next day, growth medium was replaced by
serum-free medium to starve cells over night'for 24 h. Also over night, black
Maxi-Scrp 96 well plates (Nuﬁc) were coated with ‘mouse anti-phospho-
tyrosine antibody 4G10 at 2 pg/m! PBS and 4°C. On day 3, the 4G10
antibody solution was removed and Maxi-Sorp wells were blocked with PBS,
0.5% B3A for at lest 4 h at room temperature. In parallel, cells were pre-
incubated with 50 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/mi, 750 ng/mi, 1 pg/ml, and 10
pg/mi of rat anti-Ax! antibody 11B7 or chimeric anti-Axl antibody ch11B7 for
1 h at 37°C and subsequently treated with or without 400 ng/ml Gas6 (R&D
Systems) for 10 min at 37°C. Medium was then flicked out and cells were
lysed in lysis buffer (50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
10% glyrerine, and 1% Triton X-100) supplemented with phosphatase and
protease inhibitors (10 mM Na.P.O;, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1
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mM orthovanadate, 1 mM NaF, and 0,5% aprotinin) for 30 min on ice.
| Meanwhile, blocking buffer was removed and Maxi-Sorp plaies were washed
6x with wash buffer (PBS, 0.05% Tween 20), before lysates were transferred
and incubated over night at 4°C. After plates were washed 6x with wash
buffer on day 4, wells were incubated with biotinylated rat anti-Axl antibody
12B7 at 0.5 pg/mi PBS for 2 h at room temperature. Plates were washed 6x
with wash buffer and AP-conjugated streptavidin (Chemicon #SA110) diluted
1:4,000 in PBS was added to each well and incubated for 30 min at room
temperature. Afterwards, wells were washed 6x with wash buffer and
AttoPhos substrate solution (Roche #11681982) was added. Using a Victor
plate reader (Perkin Eimer), the fluorescence of each well was collected at

an excitation wavelength of 430 nm and an emission wavelength of 580nm.

Figure 17 shows representalive results of this experiment for the cervical
cancer cell line CaSki. As demonstrated by concentration-dependént
decrease of the relative Axl phosphorylation, the rat anti-Axl antibody 11B7
(A) and the chimeric anti-Axl antibody ch11B7 (B) of the invention were able
to block ligand-induced activation of the receptor tyrosine kinase Axl to
similar extent. Comparable effects applying the same experimental settings
were observed with the melanoma cell line C-8161.

Example 21. Rat and chimeric anti-Axl antibodies of the ir_nvention

. inhibit ligand-induced p42/p44 MAP-Kinase phosphorylation in vitro to

similar extent -

To additionally verify whether the rat anti-Ax! antibodies of the invention and
the corresponding chimeric anti-Ax! antibodies of the invention were also

" able to inhibit Gas6-induced activation of p42/p44 MAP-Kinase in CaSki

cervical cancer cells to similar extent, ELISA experiments were performed.
Here, Gas6-induced p42/pd4 MAP-Kinase activation was detected by
increased protein (Thr202/Tyr204) phosphorylation. In brief, on the first day,
2x10* cells per well were seeded in flat-bottom 96 well plates. The next day,
normal growth medium was replaced by serum-free medium to starve cells
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for 24 h. Thereafter, cells were pre-incubated with 50 ng/ml, 100 ng/mi, 300
ng/mi, 750 ng/ml, 1 pg/mi, and 10 pg/ml of rat anti-Ax! antibody 11B7 or
chirneric anti-Axl antibody ch11B7 for 1 h at 37°C and then treated with or

without 400 ng/mi Gas6 (R&D Systems) for 10 min at 37°C. Medium was

flicked out and cells were fixed with 4% formaldehyde in PBS (pH 7.5) for 30
min at room temperature. Formaldehyde solution was removed and cells
were washed twice with wash buffer (PBS, 0.1% Tween 20). Cells were
quenchad with 1% H:0:, 0.1% NaN; in wash buffer and incubated for 20 min
at room temperature. Afterwards, the quenching solution was removed, and
cells were washed twice with wash buffer and blocked with PBS, 0.5% BSA
for 4 h at room temperature. Anti-phospho-p42/p44 MAP Kinase
(Thr202/Tyr204) primary antibody (polyclonal rabbit; Cell Signaling #9101)
diluted 1:1,000 in PBS, 0.5% BSA, 0.05% Tween 20, 5 mM EDTA was
added over night at 4°C. On day 4, the antibody solution was removed and
the plate was washed 3x with wash buffer. HRP-conjugated anti-rabbit
secondary antibody (Dianova #111-036-045) diluted 1:2,500 in PBS, 0.5%
BSA, 0.05% Tween 20, 5 mM EDTA was then added to each well and
incubated for 1.5 h at room temperature. The plate was washed 3x with
wash bhuffer for 5 min each. Tetramethylbenzidine (TMB, Calbiochem) was
added and monitored at 820 nm. The reaction was stopped by addition of
100 pl of 250 nM HCI and the absorbance was read at 450 nm with a
reference wavelength of 620 nm using a Vmax plate reader (Thermo Lab
Systems).

Figure 18 shows representative results of this experiment. The rat anti-Axl
antibody 11B7 (A) and the chimeric anti-Axl antibody ch11B7 (B) of the
invention were able to block Gas6-induced activation of p42/pd4 MAP-
Kinase in CaSki cervical cancer cells to similar extent as indicated by
concentration-dependent decrease of the relative p42/p44 MAP-Kinase
phosphorylation.

Example 22. Rat anti-Axl antibodies of the invention synergize with

chemotherapeutic agents to overcome drug resistance in vitro

O
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As rat anti-Axl antibodies of the invention turned out to interfere with Gas6-
mediated anti-apoptosis of serum-starved NIH3T3-Axl cl.7 fibroblasts, the
question arose, whether antagonistic anti-Ax] antibodies would synergize
with chemotherapeutic agents in inducing apoptosis, thereby contributing to
overcome drug resistance. In this example, NCI/ADR-RES (originally named
MCF-7/AdrR) cells - a ovarian cancer cell line (Liscovitch and Ravid, 2007,
Cancer Letters, 245, 350-352) displaying a high level of resistance to several
agents including doxorubicin (Fairchild et al., 1987, Cancer Research, 47,
5141-5148; Xu et al., 2002, The Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 302, 963-971) — were incubated wilh the antagonistic anli-Axl
antibody 11B7 and/or doxorubicin, and apoptosis rates were determined by
TUNEL staining. In brief, 3x10* NCI/ADR-RES cells in normal growth
medium were seeded per well of an 8-chamber culture slide (BD Faicon,
cat# 354118) which were pre-incubated with the same medium for 1 h at
37°C. The next morning, normal growth medium was removed and cells
were washed with and cultured in serum-reduced (0.5% FCS) medium. In
the evening, isotypic control antibody 1D5 or the antagonistic anti-Axl
antibody 11B7 were added at final concentrations of 10 ug/ml each. In the
morning of day 3, doxorubicin at final concentrations of 100 uM, 150 uM, or
200 uM was added, and cells were incubated at 37°C. After 24 h, cells were
rinsed once with PBS, fixed with 4% formaldehyde in PBS (pH 7.5) for 20
min at room temperature, air-dried for 5 min, and stored at -20°C. Using the
commercially available Fluorescein-FrageEL™ kit (Oncogene, catff QIA39,
presently being distributed through Merck-Calbiochem), TUNEL staining was
performed according to the supplier's manual instructions (chapter
‘Fluorescein-FragEL™ of cell preparations fixed on slides’, page 10).
Applying fluorescence microscopy, cells were analyzed and photos were
taken.

Figure 19 shows representative results of this experiment. No TUNEL
staining, and hence no apoptosis, was observed with NCI/ADR-RES ovarian
cancer cells that were trealed with 100 pM of doxorubicin, regardiess of
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whether cells have been co-incubated with control antibody or the
antagonistic anti-Axl antibody 11B7 (top). However, at a concentration of 150
pM of doxarubicin, only very week apoptosis could be detected in cells co-
treated with control antibody, whereas co-incubation with the antagonistic
anti-Axl antibody 11B7 resulted in a substantial induction of apoptosis
(middle). Also in the presence of 200 uM of doxorubicin, co-incubation of
cells with 11B7 significantly increased apoptosis rates as compared to cells
being incubated with control IgG antibody (bottom), indicating that co-
treatment of even mulii drug-resistant cells with both chemotherapeutic
agents and antagonistic anti-Ax! antibodies of the invention may he suitabie

to overcome drug resistance.

Example 23. Rat anti-Axl antibodies of the invention synerqgize with

chemotherapeutic agents in reducing anchorage-independent colony

'growth in vitro

Soft agar assays were conducted in order to investigate the ability of anti-Ax!
antibodies of the invention to inhibit anchorage-independent cell growth
either alone or in combination with chemotherapeutic agents. The soft agar
colony formation assay is a standard in vitro assay to test for transformed
cells, as only transformed cells are able to grow in soft agar. .

in brief, 750 C-8161 melanoma cells either rem‘ained untreated or were pre-
incubated with the antagonistic rat anti-Axl antibody 11B7 at 15 ug/mi in
IMDM medium (Gibco) for 30 min at 37°C. Subsequently, cells were
combined with Difco noble agar solution resulting in 50 ul of top agar cell
suspension at concentrations of Agar, FCS, and 11B7 of 0.35%, 0.2%, and
7.5 pg/mi, respectively. This cell suspension was plated on top of 50 pl'of a
0.7% agarose bottom layer containing 20% FCS, and was finally covered
with ancther 50 pi of a feeding layer solution that contains 0.2% FCS as well
as cisplatin in according concentrations. In the whole of 150 pl per sample,
the final concentrations of 11B7 and cisplatin were 2.5 pg/m! and 1.5 uM, 1.0
M, 0.75 M, 0.5 pM, or 0.25 pM, respectively. Colonies were allowed to
form for 5 days and were then stained with 50 pl MTT (Sigma, 1 mg/ml in
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PBS) for 3 hours at 37°C. Using a Scanalyzer HTS camera system in
conjunction with the HTS Bonit coloniy formation software (Lemnatec,
Wouerselen), the effect of the antagonistic rat anti-Axl antibody 11B7 in the
absence or presence of cisplatin were analyzed in triplicates.

Figure 20 shows representative results of this experiment. The presented
data refer to the overall area of colonies and reflect both the absolute
numbers being measured (A) and the relative growth inhibition (B) exerted
by cisplatin and/or the antagonistic raf anti-Ax! antibodies 11B7. As
compared to untreated control cells, incubation with cisplatin led to colony
growth retardation in a dose-dependent manner. In line with the inhibitory
effect of 11B7 alone in the range of 30%, combination with the antagonistic
anti-Axl antibody 11B7 resulted in a significantly potentiated inhibitory effect
of cisplatin on soft agar growth of C-8161 melanoma cells, particularly at

lower concentrations of cisplatin.

Example. 24. Rat anti-Axl antibodies of the invention synergize with

anti-neoplastic agents in reducing tumor-related phenomena

In the previous examples, synergistic effects of antagonistic anti-Axi
antibodies of the invention co-administered with doxorubicin have been
observed with regard to inducing apoptosis and overcoming drug resistance

in multi drug-resistant cancer cells such as the ovarian cancer cell line

NCI/ADR-RES. Moreover, combination effects of antagonistic anti-AxI
antibodies of the invention énd cisplatin in reducing anchorage-independent
colony growth were detected with the melanoma cell line C-8161. Therefore,
synergistic effects in inducing apoptosis in and/or overcoming drug
resistance of tumor cells, suppressing tumor cell survival, inhibiting tumor
cell growth and/or proliferation, reducing tumor cell migration, spreading and
metastasis, or impairing tumor angiogenesis are to be expected when
cancer cells or patients suffering from cancer diseases are treated with
antagonistic anti-Axl antibodies in combination with irradiation and/or one or
more further anti-neoplastic agent. In particular, synergistic effects in
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inducing apoptosis in and/or avercoming drug resistance of tumor cells,
suppressing tumor cell survival, inhibiting tumor cell growth and/or
proliferation, reducing tumor cell migration, spreading and metastasis, or
impairing tumor angiogenesis are to be expected when melanoma cells or

s  patients suffering from melanoma are treated with antagonistic anti-Axl
antibodies in combination with irradiation and/or any further anti-neoplastic
agent which is preferably but not limited to cisplatin, dacarbazine,
temozolomide/temodal, muphoran/fotemustine, paclitaxel, or docetaxel.
Furtherrmore, synergistic effects in inducing apoptosis in and/or overcoming

10 drug resistance of tumor cells, suppressing tumor cell survival, inhibiting
tumor cell 'growth and/or proliferation, reducing tumor cell migration,
spreading and metastasis, or impairing tumor angiogenesis are to be
 expected when ovarian cancer cells or patients suffering from ovarian cancer
are treated with antagonistic anti-Axl antibodies in combination with

15 irradiation and/or any further anti-neoplastic agent which is preferably but not
limited to doxorubicin, cisplatin, carboplatin, paclitaxel, docetaxel, melphalan,
altretamine, topotecan, ifosfamide, etoposide, or 5-fluorouracil. Additionally,
synergistic effects in inducing apoptosis in and/or overcoming drug
resistance of fumor cells, suppressing tumor cell survival, inhibiting tumor

2  cell growth and/or proliferation, reducing tumor cell migration, spreading and
fnetastasis, or impairing tumor angiogenesis are to be expected when
prostate cancer cells or patients suffering from prostate cancer are treated

with antagonistic anti-Axl antibodies in éombinétion with irradiation and/or

any further anti-neoplastic agent which is preferably but not limited to

zs  mitozanirone, doxorubicin, paclitaxel, docetaxel, or vinblastine. Moreover,
synergistic effects in inducing apoptosis in and/or overcoming drug
resistance of tumor cells, suppressing tumor cell survival, inhibiting tumor

cell growth' and/or proliferation, reducing tumor cell migration, spreading and
metastasis, or impairing tumor angiogenesis are to be expected when

3n  gastric/stomach cancer cells or patients suffering from gastric/stomach
cancer zre treated with antagonistic anti-Ax! antibodies in combination with
irradiation and/or any further anti-neoplastic agent which is preferably but not
limited to 5-fluorouracil, mitomycin C, cisplatin, doxorubicin, methotrexate,
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etoposide, leucovorin, epirubicin, paclitaxel, docetaxel, or irinotecan. Also,
synergistic effects in inducing apoptosis in and/or overcoming drug
resistance of tumor cells, suppressing tumor cell survival, inhibiting tumor
cell growth and/or proliferation, redUcing tumor cell migration, spreading and
s metastasis, or impairing tumor angiogenesis are to be expected when breast
cancer cells or patients suffering from breast cancer are treated with
antagonistic anti-Axl antibodies in combination with irradiation and/or any
further anti-neoplastic agent which is preferably but not limited to
doxorubicin, epirubicin, paclitaxel, docetaxel, cyclophosphamide, 5-
10 fluorouracil, gemcitabine, capecitabine, vinorelbine, or trastuzumab.
Fufthermore, synergistic effects in inducing apoptosis in and/or overcoming
drug resistance of tumor cells, suppressing tumor cell survival, inhibiting
tumor celi growth and/or proliferation, reducing tumor cell migration,
spreading and metastasis, or impairing tumor angiogenesis are to be
15 expecled when cervical cancer cells or patients suffering from cervical
cancer are treated with antagonistic anti-Axl antibodies in combination with
irradiation and/or any further anti-neoplastic agent which is preferably but not
limited to cisplatin, ifosfamide, irinotecan, 5-fluorouracil, paclitaxel, docetaxel,
gemcitabine, or topotecan. Moreover, synergistic effects in inducing
zn  apoptosis in and/or overcoming drug resistance of tumor cells, suppressing
tumor cell survival, inhibiting tumor cell growth and/or proliferation, reducing
tumor cell migration, spreading and metastasis, or impairing tumor
angiogenesis are to be expected when pancreatic cancer cells or patients
suffering from pancreatic cancer are treated with antagonistic anti-Axl
25 antibodies in combination with irradiation and/or any further anti-neoplastic
agent which is preferably but not limiled to gemcitabine, capecitabine, or 5-
fluorouracil. Finally, but not excluding other cancer types, synergistic effects
in inducing apoptosis in and/or overcoming drug resistance of tumor cells,
suppressing tumor cell survival, inhibiting tumor cell growth and/or
an proliferation, reducing tumor cell migration, spreading and metastasis, or
impairing tumor angiogenesis are to be expected when lung cancer cells or
patients suffering from lung cancer are treated with antagonistic anti-Axi
antibodies in combination with irradiation and/or any further anti-neoplastic
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agent which is preferably but not limiled to cisplatin, carboplatin, doxorubicin,
paclitaxel, docetaxel, etoposide, vinorelbine, vincristine, ifosfamide,
gemcitabine, methotrexate, cyclophosphamide, lomustine, or topotecan.
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Claims
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A monoclonal antibody that binds to the extracellular domain of AXL and

at least partially inhibits AXL activity.

The: monoclonal antibody of claim 1, which reduces and/or blocks AXL-

mediated signal transduction.

The monoclonal antibody according to anyone
reduces and/or blocks AXL phosphoryiation.

The monocional antibody according to anyone
reducas and/or blocks cell proliferation.

The monoclonal antibody according to anyone

reduces and/or blocks angiogenesis.

The monoclonal antibody according to anycne
reduces and/or blocks cell migration.

The monoclonal antibody according to anyone

reduces and/or blocks tumor metastasis.

The monoclonal antibody according to anyeone

of claims

of claims

of claims

of claims

of claims

of claims

reduces and/or blocks the AXL mediated anti-apoptosis.

The monoclonal antibody according to anyone of claims 1-8 ,

reduces and/or blocks AXL mediated PI3K signaling.

1-2,

1-3,

14,

1-5,

1-7,

which

which

which

which

which

which

which

The monaclonal antibody according to anyone of claims 1-9, which is a

recombinant antibody, a humanized antibody, a chimeric antibody, a
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multispecific antibody, or a fragment thereof.

The monoclonal antibody of claim 10, which is a chimeric antibody and
comprises a heavy chain amino acid sequence Sélected from the group
consisting of SEQ ID NOs: 38, 39, 41, 42, or at least the variable domain
thereof or an amino acid sequence having a sequence identity of at least
90% thereto and/or a light chain amino acid sequence selected from the
group consisting of SEQ 1D NOs 37, 40, or at least the variable domain
thereof or an amino acid having a sequence identity of al least 90%
thereto or én antibody recognizing the same epitope on the extraceliular
domain of AXL.

The monoclona! antibady of claim 10, which is a humanized antibody
and comprises a heavy chain amino acid sequence selected from the
group consisting of SEQ ID NOs: 44, 46 or at least the variable domain
theraof or an amino acid sequence having a sequence identity of at least
90% thereto and/or a light chain amino acid sequence selected from the
group consisting of SEQ ID NOs 43, 45, or al least the variable domain
therzof or an amino acid sequence having a sequence identity of at least
909% thereto or an antibody recognizing the same epitope on the
extracellular domain of AXL.

The monoclonal antibody according to anyone of claims 1-12, which is a
Fab fragment, a Fab' fragment, a F(ab'), fragment, a Fv fragment, a
disbody, or a single chain antibody molecule.

The monoclonal antibody according to anyone of claims 1-13, which is of
the 1gG1-, 1gG2-, IgG3-or IgG4-type.

. The monoclonal antibody according to anyone of claims 1-14, which is

coupled to a labeiling group.

The monoclonal antibody according 1o anyone of claims 1-15, which is
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coupled to an effector-group.

The: monoclonal antibody according to anyone of claims 1-16, which is a
scaffold protein.

The monoclonal antibody accdrding fo anyone of claims 1-17 which

comprises at least: |

one heavy chain amino acid sequence comprising at least one CDR

selected from the group consisting of o

(a) a CDRH1 as shown in SEQ ID NOs: 16, 22, 28, or a CDRH1
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(b) a CDRH2 as shown in SEQ ID NOs: 17, 23, 29 or a CDRH2
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and

(c) a CDRH3 as shown in SEQ ID NOs: 18, 24, 30, or a CDRH3
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

and/or at least:

one light chain amino acid sequence comprising at least one CDR

selected from the group consisting of

(d) a CDRL1 as shown in SEQ ID NOs: 13, 19, 25, or a CDRL1
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(e) a CDRL2 as shown in SEQ ID NOs: 14, 20, 26, or a CDRL2
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and

f a CDRL3 as shown in SEQ ID NOs: 15, 21, 27, or a CDRL3
sequence differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

or a monoclonal antibody recognizing the same epitope on the

extracellular domain of AXL.

The monoclonal antibody according to anyone of claims 1-17 which

comprises a heavy chain comprising at least one CDR selected from the

group consisting of '

(a) a CDRH1 as shown in SEQ ID NO: 16, or a CDRH1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(b) a CDRH2 as shown in SEQ ID NO: 17, or a CDRH2 sequence



10

15

30

WO 2009/062690 PCT/EP2008/009548

20.

21.

-94 -

- differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and
(c) a CDRH3 as shown in SEQ ID NO: 18, or a CDRH3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,
and/or a light chain corﬁprising at Ieast_one CDR selected from the group
consisting of '
(d) a CDRL1 as shown in SEQ ID NO: 13, or a CDRL1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(e) a CDRL2 as shown in SEQ ID NO: 14, or a CDRL2 sequence

differing in one or two amino acids therefrom, and
(f a CDRL3 as shown in SEQ ID NO: 15, or a CDRL3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, or an monoclona! antibody
recognizing the same epitope on the extracellular domain of AXL.

The monoclonal antibody according to any one of claims 1-17 which
comprises a heavy chain comprising at least one CDR selected from the
group consisting of

(a) a CDRH1 as shown in SEQ ID NO: 22, or a CDRH1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(b) a CDRH2 as shown in SEQ ID NO: 23, or a CDRH2 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and

(c) a CDRH3 as shown in SEQ ID NO: 24, or a CDRH3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

and/or a light chain comprising at least one CDR selected from the group
consisting of

(d) a CDRL1 as shown in SEQ ID NO: 19, or a CDRL1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

() a CDRL2 as shown in SEQ ID NO: 20, or a CDRL2 sequence
differing in one or two amino acids therefrom, and

H a CDRL3 as shown in SEQ ID NO: 21, or a CDRL3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, or an monoclonal antibody
recognizing the same epitope on the extracellular domain of AXL.

The monocional antibody according to anyone of claims 1-17 which
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comprises a heavy chain comprising at least one CDR selected from the

group consisting of

(a) a CDRH1 as shown in SEQ ID NO: 28, or a CDRH1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(b) a CDRHM2 as shown in SEQ ID NO: 29, or a CDRH2 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, and

(c) - a CDRH3 as shown in SEQ ID NO: 30, or a CDRH3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

and/or a light chain comprising at least one CDR selected from the group

consisting of

(d) a CDRL.1 as shown in SEQ ID NO: 25, or a CDRL1 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom,

(e) a CDRL2 as shown in SEQ ID NO: 26, or a CDRLZ2 sequence
differing in one or two amino acids therefrom, and

H a CDRL3 as shown in SEQ ID NO: 27, or a CDRL3 sequence
differing in 1 or 2 amino acids therefrom, or an monoclonal
antibody recognizing the same epitope on the extracellular
domain of AXL.

. The monoclona! antibody according to anyone of claims 1-17, which

comprises a heavy chain amino acid sequence selected from the group
consisting of SIZQ ID NOs: 8, 10, 12, or at least the variable domain
thereof or an amino acid having a sequence identity of at least 90%
thereto and/or a light chain amino acid sequence selected from the
group consisting of SEQ ID NOs 7, 9, 11, or at least the variable domain
thereof or an amino acid sequence having a sequence identity of at least
90% thereto or an antibody recognizing the same epitope on the
extracellular dornain of AXL.

. An isolated nuclsic acid molecule selected from the group consisting:of:

(a) a nucleic acid sequence encoding an monoclonal antibody,
antibody fragment or a derivative thereof of any of claims 1-22,
(b) a nucleic acid sequence as shown in SEQ ID NOs: : 1-6, 31-36,
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(c) a nucleic acid complementary to any of the sequences in (a) or
- (b); and
(d) a nucleic acid sequence capable of hybridizing to (a), (k) or (c)
under stringent conditions.

24. A vector comprising a nuclzic acid sequance of claim 23.

25. The vector according to claim 24, which is an e¥prassion vectar and the

nuclsic acid sequence is operably linked to a control sequence.
26. A host comprising the vector of claim 24 or 25.

27. The host of claim 26 which is a human, bacteria, -animal, fungal,
amphibian or plant cell.

28. The host of claim 268 which is a non-human transg=nic animal.

29, A process of mzanufactuﬁng a monoclonal antibody according to anyone
of claims 1-22 comprising the step of obtaining said polypeptide from the
host of claim 26, 27 or 23.

30. A pharmaceutical composition comprising an  anti-AXL-antibody,
preferably the monoclonal antibody of anyoane of claims 1-22, the nucleic
acid molecule of claim 23 the vector of claim 24 or 25, the host of claim

26, 27 or 28, or a polypeptide generated by the process of claim 29.

31. The pharmaceutical composition of claim 30 comprising

pharmaceutically acceptable carriers, diluents and/or adjuvants.

32. The pharmaceutical compasition according to claim 30 or 31, comprising
a further active agent.

33. The pharmaceutical composition according to anyoene of claims 30-32,
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for the diagnosis, prevention or treatment of a hyperproliferative disease.

34. The pharmaceutical composition according to anyone of claims 30-33,

wherein . said hyperproliferative  disease is  associated with AXL
5 expression, overexpression and/or hyperactivity.

35. The pharmacsutical composition of clam 33, wherein said
hyperproliferative disease is selected from the group consisting of breast
cancer, lung cancer and other AYL expressing or ovarexpressing

10 cancers, and formation of tumor metastases.

36. The monoclonal antibody according to anyone of claims 1-22, for the

diagnosis, prevention or treatment of a hyperproliferative disease.

15 37. Use of the monaclonal antibody according to anyone of claims 1-22 for
the manufacturz of a pharmaceutical composition for the diagnosis,
prevention or treatment of a hyperproliferative disease.

38. The use according to claim 36 or 37, wherein said hyperproliferative
’} 20 disease is a hyperproliferative disease as defined in anyone of claims 34
' or 35.

29. A mathod for diagnosing a condition associated with the expression of
AXL, comprising contacting a sample with an monoclonal antibody
5 according to anyone of claims 1-22, and detecting the presence of AXL.

I
Y

40. The method according to claim 39, wherein the condition is a
hyperproliferative disease as defined in anyone of claims 34 or 35.

3  41. A method for preventing or treating a condition associated with the
expression of AXL in a patient, comprising administering to a patient in
need thereof an effective amount of at least the monoclonal antibody
according to anyone of claims 1-22. '
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The method according to claim 41, wherein the condition i a
hyperproliferative disease as defined in anyone of claims 34 or 35.

. The method according to claim 41 or 42, wherein the patient is a

mammalian patient, particularly a human patient.

A kit comprising an anti-AXL-antibody, preferably a monoclonal antibody
according to anyone of claims 1-22, a nucleic acid sequence according

to claim 23 or a vector according to claim 24 or 25.

. The kit accordirg to claim 44, further comprising a further antineoplastic

agent.

. Use of an anti-AXL antibody for the manufacture of a pharmaceutical

composition for the treatment of drug resistant cancer.

Use according to claim 46, wherzin the anti-AXL antibody is a
monaclonal antibody according to anyons of claims 1-22.

8. Use of an anti-AXL antibady for the manufacture of a medicament for the

co-administration with an antineoplastic agent for the treatment of a

hyperproliferative disease.

Use acrcording to claim 48, wherein the anti-AXL antibody is a
monocional antihody according to any one of claims 1-22.
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Figure 3
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Figure 10
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Figure 17
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Figure 18
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{1 2. Nov. 2008:

AXL Antibody Nucleotide sequence:

Seq. #1: Rat-11B7-VLkappa-clone 33:

1 GACATCCAGATGACCCAGSCTCCATCTTCCCTECCTGCATCTCTGEGAS 50
51 ACAGAGTCACTATTACTTSCCEESCAASCCARGACATTSSAAATTATTT 100
101 AASATGETTCCAGCAGAAACCGESGARATCTV . CTAGSCTTATSATTTCT 150
15 CEETECAACTADOTTEECASCTEEGETCCCATC ARG TTCAGCTGSCAGTA 200
201  SCTOTEGGETCAIATTATTC TOTRACCATCASCAGCCTECAGTOTGAAGA 250
251 TADGGCAGACTATTACTGTCTACAGTCTARAGAGTCCCOTTGEACETTC 200
01 GGTGEGA GGTACCAAGCTGGAGCTGALAACES 350
Seq. #2. Rat-11B7-VH-clone Z0:

1 GASSTSCAZCTTCAGGAGTCAGGECC TG CTTETGRARACCITCACAGT 50
51 CACTCTCCCTC IO TC TG TCACTEETTACTCCATCACTAGTAATTAC 00
101 TEGIECTGSATOCGIAAGTTCCCAGEACATRAAZATSCAGTGSATEEIAT 50
151 ACATAARCCTACAGTCEGTAGCACTAGCTACADCCCATIPCTCRLALITCS 00

N
()

201 AATCTCCATTACTAGAGACACATIGAAGAATCAGTTCTTCCTSCRGTTG

251 ARCTCTGTRACTTCTCASGACACEGCCACATATTACTGTGCTATAACAL

Fap A O A P i Be L P SUPY o L NPT AR o T S e L

301 COTTTT ATTACTEGSCCCAAGSACTCATSETCAITESTCTCCTCA

[ WU S B

[P 2 W]
o D

Seq. #3: Rat-11D5-VLkappa-clone 10:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATICTCCATGTOTACATCTCTGGGAG 50
51 ACACAGTCACTATTACTTECCEGECAACTCARAGACATTGSAAATTATTT 100
101 AAGCTGOTTCCARCAGARAGTAGSGAARTCTCCTASSCOGTATGATTTAT 150
151  GETGCAATCAAGTTGECAGTTGGGETOCCATCARSETTCAGTGGRAGTA 200
201 GSETCTGEATCAGATTATTCTCTGACCATCAGCASCCTGERGTCTGARGA 254
251 TATGGCGATCTATTACTGTCTACAGTATATACASTTTCCSCTCACGTTC 300
301 SETTCT GOSACCARAGCTGSAGCTGRARCGSE 350

Seq. #4: Rat-11D5-VH-clone 66:

1 GAGSTICAACTTCAGIASTCAGSACCTSGCCTTGTGARAACZCTCACAGT 50
51 CAOTOTOCNCTCACCTE TTCTETIAC TGS TTATTCCATCACTAGTARTTA 100
101 CTGEGECTEGEGATCCORAAGTTCCCAGSABATA LA ATGSAGTEGLTTSGR 150
151 CACATAACCRACAGTGZTAACACTACCTACAATCCATCTCTCARABASTC 200
201 CAATTCCATTACTACAGACACATCGEAGSARTC ASTTCTTCCOTGCASTT 250
251 GRACTCTGTGACTACTIACCACACASCCACATATTACTITSCRAALAGCA 300

301 GOGTTT GATTACTEESGCCARGGAGTCATEGSTCACAGTCTCETCA 350

LAl — e A -l



Seq. #5: Rat-10D12-VLKkappa-clone 8:

1 GRCATCCRGATGACCCAGSCTCCATITTCCCTSZCTGCATCTCTSGEAG
51 ACAGRGTCACTATTICTTGCCGESTAAGCCAMGACATTGGARATTATTT
101  A2GATESTTCCAGIAZAABRCCGSGSARATCTCCTASSZTTATGATTTCT

15 GOTECAACTARCTTRSCAGITSCEETCCCATCARGITTCAGTGGHZAGTA
)i GOTCTERGTCAGATTATTCTCSSACCATCACCASCCTSSAGTCTGAAGE
TATEGCAQACTATTA TS T TACASTCTARRS RS TOC ST TGGACITTO

1
251 TTAC ACASTCTARAGAGTCCCOT LT
301

GETGEA SGCACCAAGITEGASCTGARACGS

Seq. #6: Rat-10D12-VH-clone 5:

1 GAGGTGCAGCTTCAGSAGTCAGGACCTEGECCTTIZTGARGCZCTCRCAS

CACTCTCCCTCACCTEITCTSTCACSSETTACTCCATCACTASTAATTA

[ VOVRU RSP 5 NP o R ) W) PR R PRSI

CTGEEECTEEATCCOGARGTTCCCAGSAAATALAATIGAGTGSATIGGA

Pt Fa e s p Rar BPLNL B

THRCATABRCCARACESTEGTGSCACTGCCTACAACZICATCTCTCAAARGTC

GAATCTCCATTACTAGAGACACATCEAAGAATCAGTTCTTCCTGCAATT

|8 B o

[ NI o I T S W
[R 1 M=)
===

GAACTCTGTAATTCCTGAGGACTCAGCCACATACTTC TCTTCAAGABCE
0 COCTEE SACTGEGGCCARGGAGTCATGETCACAGTCTCCTCE 336

L0 L RO LD B o
DT O ;D
Do D00

o
> D

D U

b

< N

[P N N
< U

o
oD O oD DD



AXL Antibody Amino acid sequence:
11B7:

Seq. #7: Rat-11B7-VLkappa-clone 33:

1 DIOMTOAPSSLPASLADFVTITCFASODIGNYLEWFQOQITPGYSPRLMIS
51 GATNLEESVPSRFSGSRSGSDY ILTISSLESEDMAL Y Y CLOSITESFWTE

1 EVOLOESGRGLVEPSOILSLTCSVTGY SITSNYWGWIRIIF FGDIMEWNMG
51  VITYESSTSVNESLESREISITEDTSINQFFLOLNSVTSEDTATYYCAIT

101 TFYYWGQGVMVTVES

11DS5:
Seq. #9: Rat-11D5-VLkappa-clone 10:
1 DICMTOSPSSMETSLGDRVTITCRASY GIT"LE'WF""'T"V‘"T'cl‘l'_l"lf

I Y IY
51 GATFLAVAVE SR FSOSHIGSDYELTISSLESEDMA TV VCLOVIQFPLTE
101 GSGTKLELKR

Seq. #10: Rat-11D5-VH-clone 66:

1 EVOLOESSPGLVEPSOILILTCEVTGYEITEIYWGWIT] 'l.—-T\JJT\T WIS
51 :I_Tl\] SGNTTUNESLIESETSISRDTSFNQFFLOLNEVTTEDTAT Y Y CATIG
10 AFDYWEOSVMVTVES

10D12:

Seq. #11: Rat-10D12-VLkappa-clone 8:

1 DIOMTOAFSSLPASLGDPVTIACRASQOIGHN Y LEWFQOIPGYIPIIMIS
51 CATNLAACVPSPRSGSRSGEDVARTISSLESEDMADYVCLOETESFWTE
101 GGGTKLELKEK

50
100
150

o=
[ 0= |
o DD



Seq. #712: Rat-10D12-VH-clone 5:

1
51
101

EVOLOESGPCLVIIPAOSLILTC VTS TS ITEWTWESWIRY.F EGNIMEWMS
VITHNESSTAYNESLESFISITRDTSINIOFFLOLNSVIFEDIATYFCEET
PWDWGOGVMVTVSS

[ =
]

100
150



CDR Sequences
SeqD No: | Antibocly CDR Sequence.
#13 . : -
11B7 L. ght chain 1 FASQODIGNYLR
#14 11B7 Light chain 2 GATNLAA
#15 11B7 Light chain 3 LOSKESEWT
16 .
#16 11B7 Heavy Chain 1 SNYWG
#17 11B7 Heavy Chain 2 YITYEGETEYNRPSLIS
#18 11B7 Heavy Chain 3 ----TTFYY
#19 =T okt hai Ty T 3 =
1105 Light Chain 1 RASQODIGNYLS
2 ; o7 .
#20 11D5 Light Chain 2 GATELAV
2 o . -
#21 11D5 Light Chain 5 LOYIOFELT
22 oavy Chai
#22 11D5 Heavy Chain 1 SNYWG
#23 I~4 P . T VY Y T — o
11D35 Heavy Chain 2 HITIEGMNTTYNRFELY.S
#24 11D5 Heavy Chain | 3 - - —GAFTY
25 Lo . s -
#23 10012 Light Chain 1 FASOQDIGSNYLR
#26 _ .
100412 Light Chain 2 GATNLAA
#27 10012 Light Chain 3 LOSKESEWT
#28 10D12 Heavy Chain 1 SNYWG
#20 10012 Heavy Chain - | 2 TITHSGSTAYNEILYS
#20 10012 Heavy Chain - | 3 -==-~TFWD-




Chimerization nucleotide sequences

Seq. #31: ch11B7k

GRACATCCAGRTGRACCCAGEC T ZATCTTCCCTGIITGCATCTIZTGESAG

— " S P A SR B i

ACRAGASTCACTATTACTTOCCGIGCAASCCAAGACATTSGALATTATTT
BAGATGGTTCCAGCRASAMACCGEEEAAATC TCCTAGG T TTATGATTTCT
GETECAACTR 2T IEECASCTEEOETCCCATCAAGSTTCAGTZECAGTA

T St R L ] -

SETCTEEETCAGATTATTOTCTEACCATCAGCAGCCTSGAGTOTGARGA

Ul Ze 1=

N

TATG

GCAGRACTATT B TSI TCTACACTCTAL LGASTCCCCTTGGACGTTCGETG
GAGECACCARSGCTESAGCTGARACETACGETEGCTSCACCATITSTCTT
CATCTTCOOSCCATC TS ATSASCAGTTGAA AT T EGAAC TCCCTCTCTT

—ia d L wiuta

I oo

s ) LR B n
[t}

5 GTGTSCCTECTGAATAACTTCTATCCCAGASASGCTARAGTACAGTGSA
500 AGSTSGATAACGICCTIZCARTCIGITAACTCCCAGSAGAGTGTTACASE
551 GCAGGACAGCAAGGRCAZCACCTACARGSCCTCAGIAGCACCCTGRISCTE
601 AGCRAA

GCAGACTACGAGAARACACAAAGTCTACGCCTGCCRASTCACCOCATC MGG

L et P JOPL NI U 2

GOCTGLECTCGCCCETCACAANGAGCTTCAACAGIGESACAGTITTAG

Seq. #32: ch11B7gl



N
m oo

[}

L N N S B S e

2 O N
PRS2

n

)
(]

[l

oo s

[B2]
=

CASSTICASCTTOLIGAGTCAZCRACCTSECCTTETGARACCCTCACAST

ot s o LN L. A LA N AN

CRCTCTCOCTCACCTGT DO TS TCACTGETTACTCCATCACTASTARTTA

CTESEECTGEATCCGGARGTTCCCAGSAGATAR L ATGIAGTGSATGIZEA

(oL SV S0 < Ppra R A E P

TACATAACCTACAGTESTAGCACTAGITACAACCCATCTCTCADMAMITC

_________ SRS & SR VL PP S B O Mo W K 4

GRATCTCCATTACTAGAGACACE T GAAGARTCAGTTCTTCCTGCAGTT

PR S

GARACTCTGTARACTT O TGASSECACAGOCACATATTACT ST CTATLACE
ACCTTT
TATTACTGEEGCCAAGGAGTCATGETCACTCTCACCTCAGCSTCCACCA

AGOGCCCATCSSTOTTC OO TEGCACCCTOITCCAAGAGCACCTITGS

GEGCACASCCECCCTEEECTECCTGITCARMSGALTACTTCCICGARCTG
GTEACGSTETCETGGAACTCAGECSCCCTGACCAGCESIGTGECACATCIT
T OSSN EToCT A AGT OO BSSACTCTACTCCOTOAGCAGCGTGGT

SRRV =t LS LA pRNVRR N A

AATCAC
AAGCCCAGSCAACACCRAACGSTCGACARGARLGTTGLAGCCCAAATCTTETG

JER B R S W oA NP L )

ACABRAACTCACACATGCCCACCSTG I CASC AT TEARCTCCTGIZGEE

aAl i A mL PR S IS P AR Lo L O BN 4 - e

ACCGTCAGTCTTCOTCTTCCOCCCARRAACICARGIACECCTTCATSATC

ar 273 B3 P PR A R SV) Prre

TCCCEGACCCCTEAGGTCACATECSTEETGSTGCACSTSACCZAZGAAS

P L N A

RCOCTGAGSTCAAGTTC A ECTGGTACSTGSACGECGTGEAGHTGCATAL

-t L

TS2CAASDCALAGCCECGEGAGSASCAGTACLACAGCACGETACCEGEETG

GTCAGT
COToCTCACCETCCTECACCASGACTGECTGAATOCCALSGAGSTACAAG
GSCAACGGTCTCCADCAARGCCCTCCCASCCICCATCSAGAABRCCATCTC

CAABSOCAALGSS AGTCOIGACAL T ACAIRTETAC2Z DO CCCA

TCCZGEEEATGAGCTCGACCARGAACTAGETCLGCCTGACCTGCITESTCA

s LR W RN AL e N FUPRN e | SOV DUV o 0 DS G

AAGGCTTCTATCCCAGOSACATCGCOGTGSAGTGEGASASCAATSEGCA

2 X, I DA
SCCGGAGAACAACTACAAZACCACGCITCCCETGCTGEZACTCCOGACGGEC
TCCTTC
TTCCTCTACAGCARAGCTCACCETESACAAGAGCAGETEECAGCAGEGGA
ACCTCTTCTCATICTCCETGATICATCACSO T TECACARCCRACTACAC
SCAGRAGAGCCTCTCCCTSTCTCCSEETAAATGA

A50
700
750
200
E5Q
a00
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300



Seq. #33: ch11B7g2

tn
D I o

o

R

g

wm

1N KU UL SR R T S
m

v

i n

[

<

T O on
Tol= 2 o e

O R n SO
- j

b

WO 0 W0 NN o

(¥
=

1001
1051
1101
1151
1200
1251
1301

CAGCTGTAGCTTCAGGACGTCACGACCTESCOTTGTEAADCCCTCACAGT

CACTCTCCCTCACCTSTTCTSTCACTGETTACTCCATCACTASTAATTA

CTEEGGOTCEATCCGSARGTTOCCASGASATALAATIGAGTGEATGGGR

B LR st PrA L L R S i

TECATRAACCTACAGTGETASCECTAGCTACALMICCATCTCTCAAABRGT

GARTCTCCATTACTASAGACACATCEAAGAATCAGTTCTTCCTGCASTT

R Y Ea e Y R NN LA SP) S

GAACTCTSTAACYTCTGAGSACECAGCCACATATTACTETGCTATAAZA
ACCTTT

TATTACTEOGSGCCAAGGAGTCATGSTCACTSTCAGCTCAGCGTCCACCA

1l 2 PN, ey PP LN I -

AGSGCoCATCOENCTTCCCCTS TGS GO T T CAGGASCACTTCOGE

RN St P A L B -l o

CAGCACAGCCECOCTEEECTSCCTGETCAAGSACTACTTCUIIGAATCS
GTEACCOTETCSTGEARCTCAGGCECT TG ICACCISCETECACACCT
SCRAGCSTSET

-l

TACACCTGCAACCSTA

=

TCCCAGT
CACCETGCOCTCCAGTAACTTCOSCAZCCAGACT
GATCAC

AAGCCCACSCAACACCRAGETGSACAASACASTTGAGIGCARRTGTTETS

TCGEAGTGCCCACOSTRCCCAGCACCACCTETEGCAGGACCGT AGTITT

AN R A

CCTITTCOCCCC AR CCARGGACACCCTCATSATITCCOGGACZCOT

GASGTCACGTECOTESETCEETGEACGTEAGCIACGARGACIZCGAGGETCC

AETTCARCTGETACGTGGACERCGTGEAGETE TATAATGCCARGATAAR
s - I 3 2
~ A Y e

GZCBCGGGAGGAGCAGTTCRAACAGCACSTTCCITETEETCASCSTCIITC

ACCETT

! -y~ - -
GTGECACCAGSGACTGECTGAACSGCALGGAGTACLLGTECARGGETCTCCH
EOARBGSICTCCCAGICCCCATCSAGAADACCATCTCCAAAACCAALGS
SCEGOOCCGAGAD

CCACAGETGTACACTCTICCCCCATCCOSGEAGEAT
ATGACCEAGAMCACETCAGCCTSAZCTSCCTGSTCAALGSCTTCTAT

CCAGCEACATC GG TAGASTRGEAGAGICARATGGGCAGOEGAGRACAR |
CTACARAGRCCACACCTCCCATSCTGGACTCCGACGEITCCTTCTTCCTC
TACAGC

ARCCTCRACCGTGEACAACASCAGITGICAGCAGSGGEARCSTITTCTCAT

GCTCCETEATETATGASGCTCTCCACRAACCACTACACGCACADIASTCT

CTCCCTGTCTOCGGETAAATGA

Seq. #34: ch11D5k

s L -

B . A SOy WA edted 4 e

ATGRACCCAGTCTCCATCCTCCATETCTACATCTCTSGEERG 50

.
- o J
AOTC LT AT T AT TECCCaGCALGTCAAGACATTGSAADLTTATTT 100



-9-

CETGCARTCAAGTTEGCAGTTGGIGTCCCATCAAGITTCAGTSGARSTA
SOTCTEEATCAGATTATTC T TEAC AT C AGCRSCOTGEACSTITGAAGA
TATG

GOGATCTATTACTGTC A AGTATATACAGTTTCCECTCACGTTCGGTT

ARGCTIETTCCAACAGAARGTAGHSALATCTCCTASGCSTATGATTTAT

m o

IS TR I N I S S v
e L C
P R NSRS NP R D W

5 CTEGGACCAAGCTGSRAGITEARACGTACGSTEGCTSCACCATCTGTCTT
D CATCTTOOCGOCATCTGATGRASCACTTEALATCTGGARC TGCCTCTGTT
45 GTETGCCTECTGARTE AT TTCTETCCCACAGAHICCARAGTACRSTGGA
50 AGGTECATAACEHICC T OCAATCGEETARCTCCCRASSRAGAGTGTCRCAGA

GoAGERACAGCAASGSACLGTACCTACAGSCCTCAGIAGCACCICTGAIGITS

o 27 L - - - - = e = o e d 3 -l
CAAA
EGACTACCACAAACACARAGTCTACICCTECGAAGTCACCTATCAGS

P R A JI) gy

"
=
g

N
<
B

Ll

Al
"

@ @

COTGAGCTCSCCCOTCUACAA R GRSCTTCAACASSSGAGAGTETTAG

- - - Bl

Seq. #35: ch11D5gl

GCAGOTCCAACTTCAGGASTC AGGACCTGSCCTTETGARAZCCTCACAGT

-4 LR N o 27a

CACTCTCCCTCACCTETTCTETCACTGETTAT TN CATCACTAGTAATTA

CTEHSOTGCATCOGGAAGTTCCCAGSARETARARTEGAGTGGATTGGEA

CACLTEACCAACACSTGETZACACTACCTACAATCCATCTC TCARLLGTC

PASPLIPY o e 99 — £
— =y

GAATCTCCATTAGTAGAGECACATCEAGGRAATCASTTCTTCCTGCASTT

QAR TN POACTAT TOASSACACASCCACATATTAC TG TG AR DAL 3D

GCGTTT
GATTACTGHGGCCAAGGAGTCATGSTC AT TCASCTCAGIGTCCATCA
AGCOCICANCIETOTTC 2O TEGCACCCTCCTCCARGAGTACCTCTGG

GOGCACAGCAEICCTEGICTECITEETCARAGEACTACTTCICCGAACICGE

I N AT,
owWwc wm o

)

¥

G3TEACSETGTCETEGAACTCAGECICCCTEACCAGCEGIGTGCACLCICT

TCCCEECTGTOCTACASTCCTCASSACTCTACTCCCTCAGCAGCETGEET

BACCETECOITCCAGCAGC TTGGGCACCCASACCTACATCTCCAATGTS

AATCAC

[
—rLn

hoLnoLn

s G W
N <o L
i el SO o o i S S

701 ARAGODCAGCRLCACCAAGETICACRACSAAASTTGASCCCABRATCTTSTG
75 ACALBBCTCLACACATSCCOCACCETSCCAGCACCTSAL T TOC TR I33EG6G
500 AOCGTO RGO T T N OO AL A AT CCAAGSACAC T I TCATGATC
e85 OO CGEACCCOTSACSTCACATECGTICTGEETCCACETEAGICACSAAG
201 AOCOTGASCTCAAGTTCAACTSETACITGGACGECETGEAGSTECATAR
GE] TRCCARGACARAGOCGCGGEACGASCAGTACAACAGZIACGETRCCIEGITG

1001 GTCAGC
10581 STCCTORACCITCOTGCACCAGEACTGSCTGEAATGGCARMGIRETACALGT

1101 GORAGGTCTOCAACAAAGCOCTCCCAGCCCICATCGAGAAMRCCATCTC
1151 CARAGCCAARSGGCASIOCOSZAGAADCACAGSTCGTACACCCTGCICCCR

1200 TOCOEGEATSASCTGAICAAGRACCAGETCAGICTIACCTGICTGSTCA

SRS N S S Bl oy R BPL Y'Y - -
1251 AAGGOTTCTATOCCAGCUACATCGICETECAGTGEGAGAGCIAATGHICA
1201 GOCGCAGAACAACTACARIACTACGICITCCCGTECTEGACTCCGACSET
TCCTTC
TS TCTACASCAASCTC AT ETCESACLAGASCAGETGECAGCRGIECA

BCGTCTTCTCATGC OO TEATGCATSAGGCTCTGIACAACCACTACAC

BCAGAAGAGTCTCTCCCTETCTCCEGETAARTGA

N

d

W i

o D D O
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Seq. #36: ch11DSg2

T TON N I SR IERYS R
SR e R s B

=9
N
R N

)

SV
%2 B wt B ¥ 2 I
= =2

~]
D
=

~
(S, ]
[y

cai
£51
901
951
1001
1051
1101

GAGSTGCAACTTCAGSAGTCAGGACOTGSCOTTGTGAARCCTCAZIAGT
CRSTCTCCCTCACCTETNC TS TCACTGETTATTCC AT ACTAGTAATTA
CTEGEECTESATCCGEAMAGTTCCCAGGAR A TAA L ATGSAGCTGGATTISA
GARTCTCCATTASTASAGACACATCEAGGALTCAGTTCTTCZTECRSTT
SRLOTCTGTCACTACTGAGEECACASCCACATATTECTGTSCAAARGGA
GCETTT .

GRATTACTGSGGCCALSSASTCATIETCACTE T ASCTCAGSITCO A2
AGGICCCATCOGTCTTCCCCOTEGECECCCTSCTCCAGZLSCACOTCOEA

SCTSCCTEETCAAGSACTACTTCCCCGARCCS

CGAGCACRSCCSCCCTGEG!

GTGACEGSTITOSTGECAACTCRGECGCTOTCSACCAGCGRCITGCACACZCT

£l

ToCCBRGSCTETCCTACAI M CTCAGGACTCTACTCCCTCAGCASTGTGG

SACCOTOCCCTCCAGCAACTTCGRCACCCAGACCTACACITSCARCISTA
GATCAC
AAGCCCASCANCACCAAGGTGGACAASACAGTTGAGCHICAANTGETTCETS

TCEARSTGCCCACCSTECCCAGCACCACCTGTGHICASGACOSTCAGTCTT
COTCTTCCCCC AR ACCCABSGACACCCTCATGATCTCOCESACICCT

GASGTCACGTGCETECETEETEGACETGAGCCACGARASACCICGAGETIZC

Lo LS

AGTTCAACTGESTACGTCGACGECETGEGAGETGCATARTCCCAAGAMIAAR

SCCACGGGAGSAGCAST MCARCAGCACGTTCCGTETGETCAGCETCITC

ACCGTT
GTECACCAGGACTGECTGAACSECAAGGAGTACAAGTGCAAGGETOTCCA

ACABRRGEICTCOCASCICCCATCGAGAALACCATC TCCARAACCAD AGG
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GCAGCICOGRGARCCRACAGGTETACRAICCTGCCCCCATICGGEAGSAEG

ATGACCRASEACCAGGETCASTITGACCTGCOTIGTCAR A GZSCTTCTACT

[ AR

CCABGCEACATCGCCETSSACTGEGAGAIZAATG G CASICEEAGARACAR

e - 1 Eap il

CTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGSCTZCTTCTTCCTC
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CCTCCETEATECATSACSCTCTGCACRACCACTACACGCAGARGAGCCT
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Seq. #39: 11B7 HC gamma2
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Seq. #41: 11D5 HC gammal
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Seq. #42: 11D5 HC gamma?2
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Humanization Anrino Acid Sequnces

Seq. #43: Hum1137-VLk:
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Seq. #44: Hum11B7-VH:

U
[}

(|
—
(=]

d

HL WF

K

I

1

o5}

192}

YWGEW K

|

ut

100

ey
[

u
ch

TY WS Q 3

F

2R TT

Y C

Ny
L

AV

[an}

I

o
73]

Hum11D5-VLk:

Seq. #46

Ly U
(o IET 0 B ot
(R I
o
B ou g
Ly oa th
oy B
S
A |
AT ]
r B o
SR
oy &G
P i i
o
[ i
M
O
—1 oty (N
8
LU E
N
> 0y 3
e U1 Be
A
S S )
= =5 -

e
— 3w

R

GV F

AV G

76

A

VETIK

126



Seq. #45: Hum11D5-VH:
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Humanization nucleotide sequences

Seq. #47: Hum11B7-VLk (427 bp)

> LW WDV EL =R
DD O ;D
| T N N T T Y

-

ARATTARRAGCTAGCAASCTTGOCACCATACATATACGTITACCTICACA

GCTGTTAGSACTSCTTITECTCTEECTTRAGEGGAGCAAGATGCGACATC

e dio 2

CAGRTGRCTCAGAGCCIARGCTCCTTETOTGCCASTETGEETGATAGGS

GTATCAGTAGAAACCGGGIARAGCOCCAAASC TG TEATCTATGGCGIC

e - et S Wy b LGS N

B ZCARATCTGECTGCTEETSTTCCCTCTCEETTCAGTESS T TSEATCAG

R A -ia

GCACAGACTTCACACTCACCATTTC CAGCCTCCAACCCCAGGECTTTGC

EA A NN A A Y L S R R

GRCSTACTACTCCTTGRCASTCCRAGGALTCCCITTGSR

GGEACTAAGSTGGAGATTADGCGTACSAATTARAA

T T T SSCAR

Seq. #48: Hum11B7-VH (429 kp)

51

161
151
20
251
301
351

'leOl

AATTAAGETACIAAGCTTGCCAZCATGAAGCACCTCTIGTTCTTTCTCC

TGCTASTGECTECTCCTCECTEEETETTG2AGICAGGTTCAGTTGECAGGEA
ATCTGGACCAGGACTEITCARACCCTCTGAGACACTAOTCACTGRACATGC
ACT

GTETCASETISCTCCATTTCCTOCAATATTCEGECTCGATTIGCECARC
CTCCEGGAAAAGSECTT GASTGSATAGGCTACATCACTTATTOTIGGAG
G

P
T
TACCTCCTACAATCCCAGTCTTEAGAGCCAGSETGACTATCAGCGTAGAN

ACC

TCCARGAAZCASTTTASCCTCARGCTSAGT T TSTGACTGCAGCGEATR
CAGCCSTCTACTATTOTICCACA ACCACITTCTACTATTOGGGTCAGGES

S A IR R G LA BN

Seq. #49: Hum11D5-VLk (427 bp)

c
<

101
151

AATTARAAGCTAGCAAGCTTCECCACCATCECATATGCGOETCTTASCOCA

ACTACTCGGTCTECTTCTETTGTECTTTCCAGGAGCCAIGTETEACATC

Latodixl Al S Bt

CAGATGACAZAGTCCCCTASTAGCCTGTCTGO3TCTGTAGGICATCGAS

sl IO U S S B e

TGA

50
1400
150
200
250
300
350
400

50
100
150
200
250
200
350
400

50
100
150
200



201
251
301
351
401
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CCATTACCTSCEGAGCTICCCAGEATATTSECARCTATCTGRAGCTSSTT

e s A - AT Y
TCAGCRSAAACCAGOCAAAGCACCCARGAGTCOTCATCTATGEGGECCATC

ARSCTOSCTITTGETETICCTTCACGETTTTCISSATITGEETCASZCA
CAG
ACTTCAITCTSAICATT T CCASCCTTCARCCIGEAGACTTCGCALISTA
CTACTGTCTGCAGTACATCCASTTC CCCTTGACTTTCGETSGAGESACA
 AGOTRCACLATAADICG TACGSAETTARAA

SENLE L A ST LA RIS Fio i R DTG R

Seq. #50: Hum11DS-VH (429 bp)

ARTTARAGSTACCARAGCTTGCCACCATCARGCATCTCTESTTCTTTC TGS

TECTTETE T T TAGGTEEGTETTAR SO AGSTTIAGC T CAGGA

ATCTEETCCOEGATTEITGELAACGAGTCAGRACTCTATCCCTGACATSC
ACC
GTTASTGGRAGSCAGTATCTC TAGCAACTATTCGEECTGGATTIEGCAAC

= E A NS AN
- P

CRCCTIGTARSEECCTTGAGTEGATTGEECACATCACCAACTCTGSGRA

TRCCACCTACAATCZCTCCOTGEARATCACGCATCACGATARMICSTGGAC
ACT

TOCARGAACCASTTC TS AAGC T T CARGCGTCACASCAGCEEATA

ALY o PO A MR R Pk ¥y
~

CASCCETATACTACTGTECAASECEEEZCTT GRS TATTECEGSACAGGES

CACATTCGTSACTGETCAGCTCAGCCAATTAA

250
200
350
400

50
100
150
200
250
%00
350
400
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Primer
SeqlD Primer: Sequence
No
#51 Lappa_GSF1 GATGOATGCATTGGTSOCAGC
#52 new_kappa_GSPP1 | ATAGATACAGTTGGTGCAGC
#53 heavy GSP1 CAGGGTCACCATGGAGTTA
#54 Ahol-hGSP2 COGCTCOAGCGIGCCAGTSGATAGACAGATSG
155 Xhol-KGSP2 CCGCTCGAGCGGCCGTITCAGCTCCAGCTTGG
#5600 RT.-zamima: GG TGT AGT GGT TGT GCA GAG
#57 RT-gamma?2 oG CTT GCC GoC COT G
i#58 FT-kappa TGS AAC TGA GGA GOA GGT GG
#59 SBIlp ASATAA GCT TTG CTC AGC GTC CAC CAA
GGG CCC ATC GGT
#60 3 AGA TGS ATC CTC ATT TAC CCG GAG ACA
‘Bam(iGAG): GGG AGA G
#0601 5Bsi: ASATAA GCT TG TAC GGT GGC TGC ACC
ATC TGT CTT CAT
#62 3 Bam(CTT): AGA TGG ATC CCT AAC ACT CTC CCC TGT
' TGA AGC TCT
#a2 VL-11B7-5": AGA TAA GTT TGT GCA TTC C3A CAT-CCA
GAT GAC CCA GGC TCC
#64 VL-11B7-3": AGATCG TAC GTT TCA GCT CCA GCT TGG
TGC CTC
#G5 VL-11D5-5" AGATAA GCT TGT 3CA TTC O3A CAT CCA
GAT GAC CCA GTC TCC ATC
F00 VL-11D5-3" AGATCS TAC GTY TCA GCT TGG TOC CAG
#67 VH-11B7/ AGATAA GCT TGT GCA TTC CGA GGT GCA
11D3-5" GCT TCA GGA GTC AGG
#0612 VH-11B7/ AGA TSC TGA GZT GAC AGT GAC CAT GAC
11D35-3": TCC TTG GCC :
#69 MOUSE1 GCG AAT TCGE CCA CCATGG GCA GGG TCC
CGCTGG CCT G
#70 MOUSEZ CAG CCG AGG TAT AGG CTG TCA CAG ACA
CAGTCAG
#71 MOUSES GCA CCC TGT TAG GGT ACC GGOC TG CAT
ATC
#72 MOUSE4 ATA AGA ATG CGG GGG CTC AGG CTC CGT
CCT CCT GCC CTG
#73 CYNO AAT TCG CCA CCA TGG CGT GGC GGT GCC
CCA G
#74 CYNOG2 CTC TGA COT CGT GCA GAT GGC AAT CTT
CATC
#75 CYINDS GTGGCC GOT GCC TET GTC CTC ATC
#76 CHNO4 ATA AGA ATG 2 GG CoG CTC AGG CAC CAT
CCT COT GOC CTG
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#77 MERT CGG AAT TCG CCA CCA TGG GGC CGG CCC
4 CGC TGC CGC
#7% MER2 TCG GCT GCC ATT CTG GCC AACTTC C
#79 SKY1 CGG AAT TCG CCA CCA TGG CGC TGA GGC
GGA GC
#3530 SKY?2 GCC CTC GAG CTA ACA GCT ACT GTG TGG
CAG TAG

Leader Squence

Nucleotide Sequence

Y Seq #81: 1 ATGGGTGACAATGACATCCACTTIGCCTTITCTCTCCACAGS TGTGCATTCC 52

Amino Acid Sequence

Seq#82: 1M GDNDIHFAFLSTG3VHS 17
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Mouse and Cyno AXL
Seq #83: Cyno AXL nucleotide sequence

e e e g e S e R I N R R I e )

1 ATGGOETEEIEETECTCCAGEATIEECASCETICCECTAECC TG TECT 50
51 TEECEITEITECEHSCTESETETECATCECCCICRGEEGCACACAGICTREA 100
101 AGELAGTCCTTTCETCEETAR O AGGEAATAT T ACASGTEICCCGEGEE 150
151 OTCBCSGSCRCCCT T GETETC LSO TOCASCTTCASCSFRASESCOOIIIG 200
201 BOGTACACTSCCTTOSGGEACGSATAGA TN TGGAGC TG GSACAGTET 250
251 CCASACCCAGGTICCC U TGEETGAACATSAGCAGEATCACTEGATACTG 300
201 STCAGCCASCTCAGAATCGICTCCCTACASCT TTOCGACSCSGEACAGT Z50
351 LOCASTETTTGETEGTT T TGEGELCATCASARCTTOSTETCTCASTCOTIR 400
401 CTACGTAGSGC T AGASCTTACCTTAC T T TGEAIGAGIOTGLZGAC 450
451 ASGACTETEGOECCARCACCOCCTTC AACCTGAGCTOO T ARGOTAGS 500
501 GACCCCCAGAGCOCETEGACCTACTC TECCTCCAGGATECTETCCCCCT 550
51 GECCBCRGITCCACETCATGETCOCCASCECAACCTSCATCSTTCCAGSS 600
ni CTGAACEAGACATCCTC T TTCTCC TG CCARSCCCATAATGCCAARGEAG 650
51 TCRZCACATCCCECACGEZCCACCATCACAGTSCTOCCCCAGCRGTCOCG 700
01 TA2BZCTCCATC TGS T TCOOECCAATT CACGGAGCTERASGTOG I TTGS 750
51 AZTCCAGGCCTGAGCE 3CATCTAC I CCCTGACCCAITIC AT OTECAGS 300
ANR CTETECTETCAGACSATEESATSESGCATCCAGE I GSGAZAACCAGAICC 550
51 COCRSAGGAGCCOCTCACCTTGCAASCATCTETES S OO O ACCAGOTT S00
01 CHGCDEEGCAGCCTOCATCC T ACACCICTTATCACATCCGTGTEECAT 950
51 FCECCAGCAGICAGIGICCOTCATCCTOGACACACTESTTTOCTGTEOA 1000
0Nl GACGCOSGAGEIGAGTIICCCTGEECCCCCC TSASAACATTARTGCCACE 1050
N51  QEGAATGGGAGCCASSCCTTOCTICATTISCASIASCOCOSSECGOCCC 1100
101 TGCAGEETACCCTGTTAGEGTACCIGCTEECCTATCAAGGOIAGGACAC 1150
151 CoCAGAIGTGCTAATSGACATAGCC T TAAGSCAASASSTCACCOTERAD 1200
201 CTGCAGGEGGGACGIITCTITETC T AAT TIACASTITETGTIECAGTOT 1250
251 ACACTEITGCTGESSATOGACCOTEGAGCT TCCCAGTANOIO RS 1300
301 CTGGOGIOCAGGSIAAGCACAGC T AGTO T ACTAGCTGOTEAAGGAD EOT 1250
351 TCAGCTCOTGCCTTCTCSTEECCCTEATSITATATACTECTAGSARCAS 1400
401 TCETGICOSITECT TS N TCCTCATC T TRECTOTC T TS T TR T T ACTG 1450
451 GCGARAGAAGGRAGATCOSTTATCCASAACTC T T GAGCCARCAGTIIRAA 1500
501 AG2GEGETCRAACTIGTAGTCAGESTACCICETICGCARGTOOTACAGTCECC 550
551 GOACCACTGRACGCTACOTTGAACAGCOTSCECATCASTCARSASOTCAL 600
1601 GEAGAAGITGOGEGEATTEATECTESATICACACARGITGICCOTINED 650

1651 AAGECTITRGEAGAAGGAGASTTTGGASCCETEATASAASCOCASCTC

1701 ACCAGIACGACTCCATCCTCAAGGTGICTCTCAAGACARTGARGET TG

w 2t L -

1751 CRTCTSCACRAGETCAGAGCTIGAGSATTTCCTGACTGARSCAGTOTGE

1201 ATGRAGSAATTCSACCATCCCAATG T ATGAGICTCATCGSTETOTGTT
1251 TCCAGGITTCTGAACIAZAGASCTTTO AT A TETCETCAT I TTACT

P JOY

1201 TPTTCATGRAGCATGGAGACCTACACAZCTTCCTCCTCTATTCCCGECTT

CEEN BN
< OO

Lt}

I

O O
Lo 8 S V% 3 I o T O B ' O s Y e B O ¢

O C oo

1951 GGGEACCAGCCAGTGTACZCTGCCCACT S AGATEOTASTGAAGTTCATGS
2001 CGEACATCSTCASTESCATGSARTAT O TEOASTANCABCSASATTCATACA 0
2051 CCEGGACCTGECGGCCASSARCTCCATECTEAATGAGARCATGTCOCATG 100

B S O i ant it el o S Sy N Ry Y
o

2101 TGTETGGCGCACTTCGHGCTCTCCARSEASATCTACAACSIGGACTACT 2150

21% ACCSECCAGERACGTATCGCCARGA TGCCAGTIAAGTGOATTIC ATTSA 2200
2201  GAGTCTAGCTGACCCTCTCTACACEAICAAGASTGATGTETGETCOTTC 2250
2251 GGGITGACAATGTG3GAGATTGUCACR RAASGCCARACCOTATATCCAS 2300
2201  GOETEGAGRACAGCOACATTTATGACTATCTECSCCAIGGARATCOGCCT 2350
2351  GAACCAGCCTGECGSACT OTOTIGATACACTITATCCCTTSATETCIDGG 2400
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TGO EGSASCTAALDTCOCZAGIRAC TGS ARG TTTTEC A AT TEOGET

-

BRGATTTGEAGRICAC A ITEARGGCCTTECCTCCTSTCCACSEACT TG

Ay

COABATCCTCTATGTCALACATGGETGARGCTOSLRSSTTAT I TALZOOT
COCEECGCTECTESGCASSAGCTGRACCICCCAACOCAGCTAGLCCTELGGE
ATTCCTSTAGCTECCTCACT T GECTGEGATCCAT TGO TIGATEOTA
TETCCTCTEZCoTTIC L AGC oD TASCCOOGCT o AGCUTECTSATAGG
GEITCOCIRSCAGCICCAGEGSICAGESACSSATECGTECC

Seq #84: Cyno AXL amino acid seQuence
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MAWFCPFMGREVEFLAWC LALZCWVCMARPPGTOAELS PFVGEITEGN I TGARS
LTGTLRIQLOVOSEFPEVHIWLEDGQILELADSTOTOVELGEDEQDDWIV
VEQLEIAZLQLEDAG TOCLVFPLGHONFVEOPSYVELESLEPYFLEERED

FTVAANTEPFNLESCOAO SPEEFVDLLWLODAVELATA FGHGFOFNLAVES
LI SrECEAMIIATILGVT TERTATITVLFQOPFNLHLV RO PTELEVAW
TPELEGIVPLTHCTLQAVLEDDGMGIQACEFDPPEEFLTLOASVERFHOL,
FLGELHPHTEYHIFVAZTESOGPESWTHWLEVETFEGVEFLGEEENISAT
PIGEOAFVHWOEFRAPLOSTLLEGYRLAYOSODTPEVLMD ISLROEVTLE
LoaDisSVENLTVCVAR Y TAASDG FWELEVEPLEAWR B GOAOEFVEOLVEET
SAFAFEWIWWY ILLGAVVAALRCVLILALFLVHRRYI ETFYSEVFERTVE
FGELVVEYRVEI Y SR ATTEATLNSELGI SRELEERLIEDVMVL RHTUVALG
FTLGEGERGAVMESOLNQDDSILEVAVIITME TATICTREELEDFLEEAVE
MEEFDHPNVMELIGVC POGSERESSFFARVVILEFMIHGDLESFLLYZFL
SDOFVYLEPTOMLVI FMAL I ASGMEYLETI FF INFDLE ARNCMLNEI MY
CVZOFGLIY U IYNGDY Y RQGRIAIMEVEWIATESLADFVY TSNSDVWS £
GVTMWEIATRGOTEY PGVENSEIYDVLROGNELI O 2DCLDGLYALMSE
CWELIEQDRESFTELFEDLENTLIALFFAQEPDEI LY VIMDESSSVEER
PGAAGIADFETOLDPIDSCSCLTIAEVHFAGRY VL CF STAFSPAQRADE

GSPAAPGQEDGA

Ty Gy LN LN gk
m CumCon
oo 2 e I ' B o Y

Lata to bt o

50
140
150
200
2EQ
200
250
400

(%)
(o]

[and]

(RN N 5 T L4
[ 3 I ]
<

T
% I ]
(o]

(MO I N | [my
e AN C
[ e [ed}

e}

[ax]

(Nl
s |
< D



n

15

20

25

ANTICUERPOS DE BAXL

Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a anticuerpos,
particularmente a ticuerpos monoclonales, los cuales enlazan
al dominio extracelular del receptor AXL de tirosina quinasa
y los cuales por lo menos parcialmente inhiben la actividad de
AXL.

El receptor AXL de tirosina quinasa (Ark, UFOQ,
fyro—7) ¢s un miembro de la familia de quinasas Tyro-3 con los
otros miembros que son Mer (Eylk, Nyk, Tyro-12) y Sky (Rse,
Tyro-3, Dtk, Etk, Brt, Tif). Esta se activa poxr enlace del
ligando heterofilico Gas6, una proteina de 70 kDa hombéloga a

la proteina § del factor anti
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receptores de tirosina quinasas, la fosforilacidén de tirosina

L puede también ser inducida por enlace homofilico. La
activacidn de AXL lleva a la sefializacidén a través de PI-3-
quinasa/Akt (Frannke et &l., Oncogene 22: 8983—8998, 2003) vy
octras trayectorias principales como Ras/Erk y pf-catenina/TCF

(Goruppi et al., Mol. Cell Biol. 21: 902-915, 2001).

AXL es débilmente expresado en un intervalo de
tejidos normales, incluyendo el cerebro, corazén, musculo
esqueléetico, las céapsulas del drgano v tejidos conectivos de
varios Organos diferentes, y en monocitos, pero no en los
linfocitos. La fosforilacidén de Akt inducida por AXL ha sido
descrita en la sobrevivencia de fibroblastos (Goruppi et al.,
Mol Cell Bipol. 17: 4442-4453 1997), élulas endoteliales
(Hasanbasic et al., Am J Physiol Herat Circ Physiol, 2004),

7

células de musculo liso vasculares (Melaragno et al., J. Mol.
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Cell Cardiol. 37: 881-887, 2004) y neuronas (Allen et al.,

Mol. Endocrincl. 13: 191-201 1999). Adicicnalmente, AXL Jjuega

raton  desnudo  de  AXL  exhiben estabilizacidén dafiada de

agregados de plaguetas y formacidn de trombos como un

resultado de la activacidn de la integrina IIh3 de plaguetas.
La sobreexpresién de AXL ha side demostrada en

z

varios tipos de cancer, por ejemplo carcinoma de mama (Meric
et al., Clin. Cancer Res. 8: 361-267, 2002; Berclaz et al.,
Ann. Oncol. 12:819-824, 2001), colon (Chen et al., Int. J.
Cancer 83 : 579-584, 1999 ; Craven et al., Int. J. Cancer 60

791-7%7, 1995), prostata (Jacob et al., Cancer Detect. Prev.
23 :325-332, 1999), pulmdn (Wimmel et al., Eur J Cancer 37:
2264-2274, 2001), gdstrico (Wu et al
1078, 2002), ovario (Sun et al., Oncology 66: 450-457, 2004),
endometrial (Sun et al., Ann. Onceol. 14 : 898-906, 2003),
renal (Chung et al., DNA Cell Biol.. 22 : 533-540, 2003),
hepatocelular (Tsou et al., Genomics 50 :331-340, 1998),
tiroides (lto et al., Thyroid 12 :971-975, 2002 ; lto et al.,
Thyroid 9 :563-567, 1999), vy del esdfago (Nemoto et al.,
1997), adicionalmente en CML (Janssen et al, A novel putative

tyrosine kinase recept

O

r with oncogenic potencial. Oncogene,

o)

N

6 : 2113-2120, 1991 ; Braunger et al., Oncogene 14:2619-2631
1997; O’Bryan et al., Mol Cell Biol 11:5016-5031, 1991), AML
(Rochlitz et al., Leukemia 13: 1352-1358, 1999), osteosarcoma
(Nakano et al., J. Biol. Chem. 270:5702~5705, 2003), melancma
(van Ginkel t al., Cancer Res 64:128-134, 2004) y en carcinoma
celular escamoso de la cabeza y cuello (Green et al., Br J

Cancer. 2006 94:1446-5, 2006).

Por otra parte AXL ha sido identificado como un den
=]
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asociado a metdstasis que es sobreregulado en lineas celulares
de cancer de mama agresivo comparadas con células no
invasivas. In vitro, se encontrd que se reguiere la ac
de AXL para migracidn e invasidn, y esta actividad puede ser
inhikbida por el tratamiento de anticuerpos (solicitud
WO004008147). Similarmente, la abrogacidén de la actividad de
AXL in vivo, ya sea por medio de la expresién de la versién

negativa dominante de AXL (Vajkoczy, P., et al., Proc. Natl.

Acad. Science U.S.A. 103: 5799-5804, 2003) o por regulacién
descendente mediada por siRNA de AXL (Holland et al Cancer
Res. 65: 9294-9303, 2005) evita el crecimiento elular
subcuténeo y ortotdpico en euperimentos de xenoinjerto de

murino.

Hasta ahora se han descrito dos anticuerpos que
enlazan a AXL y poseen actividad biolégica. Un anticuerpo es
capaz ce reducir la invasién celular wediada por AXL
(solicitud WO04008147) mientras que el otro anticuerpo ha sido
reportado para reducir la interaccidédn de AXL/ligando. Sin

embargo ambos anticuerpos son policlonales llevandolos a ser

(‘E‘

no adecuados para administracidn apéutica.

De esta forma a la luz del potencial terapéutico de
AXL hay una alta necesidad @para anticuerpos de AXL
monoclonales, fragmentos de anticuerpos o derivados de los
mismos que bloqueen efectiva y especificamente la transduccidn
de sefial mediada por AXL y los cuales sean adecuados para
tratamiento terapéutico.

Por consiguiente un primer aspecte de la esente

I——'i

invencién se relaciona a un anticuerpo monoclonal el cual
incluye un fragmento o derivado del mismo que enlaza al

dominio extracelular de AXL, particularmente de AXL humano, \Y%
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or lo menos inhibe parcialmente la actividad de AXL.

e
i

Preferentemente el ' anticuerpo de la presente
invencidn ademds posee por lo menos una o més de las

siguientes propiledades: la capacidad para reducir o bloguear

la transduccidén de seflal mediada por AXL, la capacidad para
reducir o bloquear la fosforilacién de AXL, la capacidad para
reducir o bloguear la proliferacidn celular, la capacidad para

reducir o bloquear la angiogénesis, la capacidad para reducir

o bloquear la migracidn de células, la capacidad para reducir
0 bloguear la metédstasis tumoral, la capacidad para reducir o

blogquear 1la seflalizacidén de P13K mediada por AXL vy la
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por  AXL, por lo mismo incrementando por ejemplo la

sensibilidad ' de una ceélula contra tratamiento con un agente

invencién pueden exhibir alta especificidad para AXL,
particularmente AXL humanc y no reconocen significativamente
otros miembros de familia Tyro-3, por ejemplo MER y/o SKY y/o
AXL mamifero no primate, tal como AXL de murino. La
especificidad del anticuerpo puede ser determinada por
mediciones de reactividad cruzada como se describe en los
ejemplos.

El término “actividad” se refiere a la funcién
bioldgica de AXL, la cual influye el fenotipo de una célula,
en particular pero no limita a los fenotipos del céncer tales
como evasidon de apoptosis, auto suficiencia en sefiales de
crecimiento, proliferacién celular, invasién de tejido y/o
metastasis, insensibilidad a las seflales anti-crecimiento

(anti-apoptosis) y/o angiogénesis sostenida.

—
3_.
1_4

El término “transduccidn de sefia

ada por AXL"”
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significa la activacién de trayectorias de mensajeros

de

[s1]

secundarics accionadas por interaccidn directa o indirecta
AXL con moléculas de mensajeros secundarios.

46n de AXL” se refiere a la

1_1.

El término “fosforila

fosforilacién de residuos de aminodcidos, preferentemente

UJ

residuos de tirosina, ya sea por una segunda proteina de AXL

pu—

(transfosforilacidén) o por otra proteina la cual tiene
actividad de proteina quinasa.

El término se refiere a
todos los procesos gue implicén AXL que subyacen a la
reproduccidén de células humanas, en particular pero no

limitadas a células canceri: humanas. Ellas contribuven a

_,\

)
€]
o
Q
N

o resultan en la replicacidédn de ADN celular, separacidédn del

ADN duplicado en dos grupos de tamafio igual de cromosomas, y
la divisidn fisica (llamada citocinesis) de células enteras, vy
pueden ser estimuladas o mwediada por actividades no

l_l\

cacaliticas o cataliticas de AXL, preferentemente gue incluyen
fosforilacidn de AXL y/o transduccidén de seflal mediada- por
AXL.

El término “angiogénesis” se refiere a todos los
procesos que implican AXL gue contribuyen al crecimiento de
nuevos vasos sanguineos a partir de vasos pre- existentes, en
particular pero no limitedo a nuevos vasos sanguineos de
sunministro de tumor. Estos procesos incluyen maltiples eventos
celulares tales como proliferacién, sobrevivencia, migracién y
brote de células endoteliales vasculares, atraccidn %

migracién de pericitos asi como también formacidn de membrana

de wvasos, perfusidén de vwvasos, o

p\

basa para estabilizaci
secrecién de factores angiogénicos por células estromales o

neoplédsticas, y deben ser estimulados o mediados por
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actividades no cataliticas o ataliticas de AXL,

I—h

referentemnente incluyendo osforilacidn de AXTL v/o

L]

2

transduccidn de sefial mediada por AXL.
El término

procesocs gque implican -AXL que soportan células cancerigenas

M

para dispersarse desde un tumor primario, penetrar en los
vasos linféticos y/o sanguineos, circular a través de la

corriente sanguinea, y crecer en un

en tejidos normales en .cualguier parte del cuerpo. En
particul se refiere a eventos elula de célula

tumorales tales como proliferacidn, mnigracidn, independencia
de anclaje, evasidén de apoptosis, o secrecidén de Ffactores

angiogénicos, que subyacen a las metéstasis y son estimulados
o mediados por actividades no cataliticas o cataliticas de
AXL, preferéntemeLte incluyendo fos
transduccidén de sefial mediada por AXL.

El términoc osis mediada por AXL” se

refiere a todos los procesos gue implican AXL gue evitan que

L-L—',

las células humanas, preferentenente pero no limitado a
celulares cancerigenas humanas la muerte celular programada
(apoptosis) . En particular, se refiere a procesos que
previenen a las células humanas, preferentemente pero no

limitadas a células cancerigenas humanas de la induccién de

o

apoptosis a través de la extraccidn de factor de crecimiento,
hipoxia, exposicidén a agentes gquimioterapéuticos o radiacién,
© inicio de la seflalizacién mediada por el receptor Fas/Apo-1,
y se estimulan o median por actividades no cataliticas o

cataliticas de AXL, preferentemente que incluyen fosforilacién

Q

de AXL y/o transduccién de sefial mediada por AXL.

Ademas, 1la presente invencidén incluye anticuerpos
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cuyas actividades de enlace a AXL son KD=10"" M o menos,
preferentemente KD=10"" M ¢ menocs, y mé&s preferentemente RKD=10"
° M o menos. Si la actividad de enlace de un anticuerpo de la
presente invencién a AXL es KD=10"M o menbs puede ser

d n la

[

terminada por métodos conocidos para aguellos expertos

[

técnica. Por ejemplo, la actividad puede ser determinada
usando resonancia de plasmén de superficie con Biacore, y/o
por ELISA (ensayos inmunoabsorbentes enlazados a enzima), EIA
(inmunoensayos de enzimas), RIA (radioinmunoensayos), o
técnicas de anticuerpos fluorescentes, por ejemplo FACS.

En un segundo aspecto, el anticuerpo puede tener por

lo menos un sitio de enlace de antigeno, por ejemplo uno o dos

sitios de enlace de antigeno. Ademés, el anticuerpo
preferentemente comprende por lo menos una cadena de
inmunoglobulina pesada y por lo menos una cadena de
inmunoglobulina ligera. Una cadena de inmunoglobulina
comprende un dominio variable vy opciocnalmente un dominio
constante. Un dominio variable puede comprender regiones

determinantes complementarias (CDR por sus siglas en inglés),
por ejemplo una regién CDR1, un CDR2 y/o CDR3, y regiones de

W

cuadro. El término “regidn determinante complementaria” (CDR)
estd bien definido en la técnica (ver, por ejemplo Harlow and
Lane “Antibodies, a Laboratory Manual”, CSH Press, Cold Spring
Harbour, 1988) y se refiere a desplegados de aminocacidos
dentro de 1la regidén variable de un anticuerpo gque hace
contactc principalmente con el antigeno.

Un aspecto adicional de la presente invencién se
relaciona’ a un anticuerpo el cual incluye un fragmento o

derivadc del mismo que enlaza al dominio extracelular de AXL

el cual comprende por lo menos una secuencia de aminodcidos de
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cadena pesada la cual comprende por lo menos una CDR
seleccionada del grupo el cual consiste de
‘{(a) una CDRH1 como se mﬁestra en las SEQ ID NO: 16, 22, 28
o) una‘ secuencia de CDRH1 que difiere en 1 & 2
aminocacidos de la misma,
(b) wuna CDRHZ como se muestra en la SEQ ID NO: 17, 23, 29
6 una secuencia de CDRH2 que difiere en 1 & 2
aminodcidos de la misma, vy
(c) una CDRH3 como se muestra en las SEQ ID NO: 18, 24, 30
6 una secuencia CDRH3 gue difiere en 1 6 2 aminodcidos
de la misma,
y/o0 por lo menos:

adena ligera la

Q

una secuencia de aminoacidos de
cual comprende por lo menos una CDR seleccionada del grupo el
cual consiste de
(d) una CDRL1 como se muestra en las SEQ ID NO: 13, 19, 25
6 una secuencia CDRL1 que difiere en 1 6 2 aminoacidos
de la misma;
(e) wuna CDRLZ2 como se muestra en las SEQ ID NO: 14, 20, 26
6 una secuencia CDRL2 la cual difiere en 1 & 2
'aminoécidos de la misma, y
(f) una CDRL3 como se muestra en las SEQ ID NO: 15, 21, 27
6 una secuencia ,CDRL3 la cual difiere en 1 & 2
aminoacidos de la misma,
0 un anticuerpo monoclonal el cual reconoce el mismo
epitopo sobre el dominio extracelular de AXL.
En una modalidad preferida, el anticuerpc comprende
una cacena pesada la cual comprende por lo menos una CDR
seleccionada del grupo el cual consiste de

(a) una CDRH1 como se muestra en la SEQ ID NO:16 & una
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secuencia CDRH1 que difiere en 1 & 2 aminodcidos de la
misma,

(b) wna CDRH2 como se muestra en la SEQ ID N0O:17, o una
secuencia CDRH2 que difiere en 1 é 2 aminodcidos de la
misma, y

(c) una CDRH3 como se muestra en la SEQ ID NO:18, o una
secuencia CDRH3 que difiere en 1 & 2 amincacidos de la
Inisma,

y/o una cadena ligera la cual comprende por lo menos una

CDR seleccicnada del grupo el cual consiste de

(d) una CDRL1 como se muestra en la SEQ ID NO:13 o una
éecuencia CDRL1 1la cual difie en 1 & 2 aminoécidos
de la misma,

(e) una CDRL2 como se muestra en la SEQ ID NO;14, o una

cidos

Qh

secuencia CDRL2 que difiere en uno o dos amino
cde la misma, vy
(f) utna CDRL3 como se muestra en SEQ ID NO:15, o una

secuencia CDRL3 que difie en 1 & 2 amincécideos de la

H

misma,
0 un anticuerpo monoclonal que reconoce el mismo
epitopo en el dominio extracelular de AXL.
En una modalidad preferida adicional, el anticuerpo
comprende una cadena pesada la cual comprende por lo menos una

CDR seleccionada del grupo el cual consiste de

N

(a) una CDRH1 como se muestra en la SEQ ID NO:22, © una
secuencia CDRH1 la cual difiere en 1 ¢ 2 amincdcidos
de la misma,

(b) una'CDRH2 como se muestra en la SEQ ID NO:23, o una

secuencia CDRHZ la cual difiere en 1 & 2 amincdcidos

de la misma, vy
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{c) una CDRH3 como se muestra en la SEQ ID N0:24 & una
secuencia CDRH3 la cual difiere en 1 & 2 amincdcidos
de la misma,

y/o una cadena ligera la cual comprende por lo menos

una CDR seleccionada del grupo el cual consiste de

D

(d) una CDRL1 como se muestra en la SEQ ID No 19, o una

v
o)

secuencia CDRL1 la cual difiere en 1 & 2 aminodcidos
de la misma,

(e) una CDRL2 como se muestra en la SEQ ID NO:20, o una
secuencia CDRL2 1la cual difiere de uno o dos
aminoacidos de la misma, vy

(£) una CDPRL3 como Se muestra en la SEQ ID NQ:21 & una
secuencia CDRL3 la cual difiere en 1 & 2 aminoédcidos

de la misma,

En atn una modalidad adicional preferida, el
anticuerpc comprende una cadena pesada la cual comprende por
lo menos una CDR seleccionada del grupo el cual consiste de

(a) una CDRH1 como se muestra en la SEQ ID NO:28 & una
secuencia CDRH1 la cual difiere en 1 & 2 aminoécidosl
de la misma

(b) una CDRH2 como se muestra en la SEQ ID NQ:29, o una
secuencia CDRH2 la cual difiere en 1 & 2 amincacidos
de la misma, y

(c) una CDRH3 como se muestra en la SEQ ID NO:30, o una

secuencia CDRH3 la cual difiere en 1 &

N
s3]
3
:_J
3
8]
n
(9]
IJ
[
[}
[14)]

de la misma,
y/o una cadena ligera la cual comprende por 1o meinos

una CDR seleccionada del grupo el cual consiste de
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(d) una CDRL1 como se muestra en la SEQ ID NO:25 o una
secuencia CDRL1 la cual difiere en 1 & 2 aminodcidos
ce la misma,

(e) vuna CDRL2 como se muestra en la SEQ ID NO: 26, o una
secuencia CDRL2 1la cual difiere en wuno o dos
aminoacidos de la misma, y

(£) una CDRL3 como se muestra en la SEQ ID NO: 27, o una
secuencia CDRL3 la cual difiere en 1 & 2 aminodcidos
de la misma,

© un anticuerpo monoclonal el cual reconoce el mismo
epitopo sobre el dominio extracelular de AXL.

En otra modalidad, la presente invencién se refiere
a un anticuerpo el cual comprende una secuencia de aminodcidos
de cadena peséda seleccionada del grupo el cual consiste de
SEQ ID NO: 8, 10, 12 & por lo menos un dominio variable de la

cidos la cual tiene una

Qi

misma o© una secuencia de amino
identidad de secuencia de por lo menos 90% de la misma y/o una
secuencia de aminodcidos de cadena ligera seleccionada del
grupo el cual consiste de SEQ ID NO: 7, 9 11 6 por lo menos un
dominio variable de la misma o una secuencia de aminoédcidos la
cual tiene una identidad de secuencia de por lo menos 90% para
la misma o para un anticuerpo el cual reconoce el mismo

epitopo sobre el dominio extracelular de AXL.

Como se usa en la presente, “identidad de secuencia”.
entre dos secuencias de polipéptido, indica el porcentaje de
aminoacidos que son idénticos entre las secuencias. Las
secuencias de polipéptido preferidas de la invencién tienen

una identidad de secuencia de por lo menos 90%.
En una modalidad particular preferida, el anticuerpo

se selecciona del grupo el cual consiste de 11B7, 11D5, 19D12



Ch

10

15

20

25

12

o un anticuerpo el cual reconoce el mismo epitopoe sobre el

dominio extracelular de AXL.

El anticuerpoc puede ser cualguier anticuerpo de
origen natural y/o sintético, por ejenplce un anticuerpo de
origen mamiferc. Preferentemente, el dominio constante - si

estd presente- es un dpminio constante humano. EL dqminio
variable es‘preferentemente un dominio variable mamifero, por
ejemplc, un  dominio variable Thumanizado o humano. Mas
preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico,
humanizado o humano.

El anticuerpo de 1la invencidn puede ser del tipo
IgA-, IgD, IgE, IgG- o IgM, preferentemente del
IgM el cual incluye, perc no se limita &l tipe, IgGl, IgG2,
IgG3, IgG4, IgMl y IgM2. En las modalidades més preferidas, el

anticuverpo es del tipo IgGl, IgG2 o IgG4 humano.

Como se discute, supra, hay una variedad de isotipos

de anticuerpos. Serd apreciado gue los anticuerpos gue son
genarados no necesitan inicialmente poseer tal isotipo sino,
més bien gue el anticuerpo puede ser intercambiado a isotipo

por usar los genes de regidén V clonsdos molecularmente o genes
de regidén constante clonados 0 ADNc en vectores de expresién
apropiadas usando técnicas . bioldgicas moleculares
convencionales que son bien conocidas en la técnica y entonces
expresar los anticuerpos en células hospedero usando técnicas
conocidas en la técnica.

El " término anticuerpo incluye “fragmentos” o)
“derivados”, los cuales tienen por lo menos un sitio de enlace
de antigeno del anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo
incluyen fragmentos TFab, fragmentos Fab’, fragmentos F(ab’),

asil como también fragmentos Fv.
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Los derivados del anticuerpo incluyen anticuerpos de
cadena sencilla, nanccuerpos y diacuerpos. Los derivados del
anticuerpo deben también incluir proteinas de andamiaje las

cuales tienen la a

@]

tividad de enlace similar a anticuerpo que

enlazan a AXL.

Dentro del cont ente invenciédén, el

r;

ex

UJ

o de la pr

término “protelna de andamiaje”, como se usa en la presente,
[ ’

significa un polipéptido o proteina con &reas superficiales

expuestas en las cuales las inserciones, substitucione o)

[43)

eliminaciones de aminodcidos, son altamente tolerables. Los
ejemplos de proteinas de andamiaje que pueden ser usadas de
acuerdo con la presente invencidn son la proteina A de
Staphyloccous aureus, la proteina de enlace de bhilina de
Pieris brassicae u otras lipocalinas, proteinas de repeticién

de anguirina, y fibronectina humana (resumido en Binz and

W

Plickthun, Curr Opin Biotechnol, 16: 249-69, 2005). La

modificacién de una proteina de andamiaje puede ser vista como

[}

injerto o integracidén de una funcidén de afinidad en o sobre el

b

cuadro estructural de una proteina duplicada establemente. La
funcién de afinidad significe una afinidad de enlace de
proteina de acuerdo a la presente invencidn. Una proteina de

andamiaje puede ser estructuralment

[0]
mn
(0]
o
[»1]}
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a3}
i
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D
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]_J
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secuencias de aminodcidos gque confieren la especificidad de
enlace. En general, las proteinas las cuales parecen adecuadas

-
(=N

para el desarrcllo de tales reactivos de afinidad artificial

. v
L

pueden ser obtenidas por técnicas de modificado de proteina
racionale ' mas comunes, combinatoriales tales como panning
contra AXL, ya sea proteina purificada o proteina exhibida en
la superficie celular, para enlazar agentes en una biblioteca

de andamiaje artificial exhibida in vitro, las experiencias
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técnica (Skerra, J. Mol. Recog. Biochim
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Biophys Acta, 1482: 337-350, 2000; Binz and Pluckthun, Curr

ina de

gl

Opin Biotechnol, 16: 159-69, 2005). Ademés, una prot
andamiaje la cual tiene wuna actividad de enlace como
anticuerpc puede ser derivada de un polipéptido aceptor el
cual contiene el dominio de andamiaje, el cual puede sex
injertado con dominios de enlace de un polipéptido donador
para conferir la especificidad de enlace del polipéptido
donador sobre el dominic de andamiaje qﬁe contiene el
polipéptido aceptor. Los dominios de enlace insertados pueden
incluir, por ejemplo, por lo menos una CDR de un anticuerpo
erentemente por lo menos una seleccicnada del

grupo de SEQ ID NO:13-30. La insercidn puede ser realizada por

-

.

varios métodos conocidos por agquellos expertos en la técnica
incluyendo, por ejemplo, sintesis de polipéptido, sintesis de
dcido nucleico de un aminodcido de codificacién asi como
también por -varias <formas de métodos recombinantes bien
conocidos por aguellos expertos en la técnica.

Como se ha indicado anteriormente, la especi
del anticuerpo, fragmento de anticuerpo, o un derivado gdel
mismo estd en la secuencia de aminodcidos de la CDR. El
dominio variable (la cadena pesada VH y la cadena ligera VL)
de un anticuerpo comprende preferentemente tres regiones
determinantes complementarias algunas veces llamadas regiones
hipervariables, ‘flanqueadas por ~cuatro regiones de cuadro
relativamente conservadas o} “FR”. Con frecuencia, la
especificidad de wun anticuerpo se determina o determina
bastante por una CDR, tal como una CDR de la cadena VH o una
pluralidad de CDR. La persona experta en la técnica apreciara
£

dcilmente gque el dominio variable del anticuerpo, fragmento
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de anticuerpc o derivado del mismo el cual ftiene las CDR
descritas anteriormente pueden ser usadas para la construccién
de anticuerpos de ademds especificidad y funcidén bioldgica
mejoradas. Hasta ahora, 1la presente invencién comprende
anticuerpos, agmentcs de ancicuerpo o derivados del mismo el
cual comprende por lo menos una CDR de los dominios variables
descritos é;CeLlOIMQDLe y los <cuales tienen ventajosa vy
substancialmente las mismas propiedades de enlace, similares o
mejoradas como el anticuerpo descrito en los ejemplos
anexados. A partir de un anticuerpo gue comprende por lo menos
una CDR como se declara en el listado de secuencia anexo vy

requeridc por las modalidades de la invencidn, el técnico

experto ouede combinar ademds CDR a partir de anti rpos
monoclonales identificados originalmente o] diferentes

(=3
L

anticuerpos para una especificidad y/o afinidad mejorada. EL

injerto ce CDR es bien conocido en la técnica y puede también
ser usacdo para afinar la afinidad espécifica y otras
propiedades del anticuerpo, fragmento o derivado del mismo de
la invencidn, siempre y cuando la especificidad original es
retenida. Es ventajoso que el anticuerpo, fragmento o derivado
comprenda por lo mencs dos, més preferido por lo menos tres,

incluso més preferido por lo menos cuatro o por 1o menos cinco

i
I._l
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<

2
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\% ular preferido todas las seis CDR del anticuerpo
donador original. En modalidades adicionales de la invenciédn,
las CDR de anticuerpos monoclonales | originalmente
identificados diferentes pueden ser combinados en una nueva
entidad de anticuerpo. En estos casos, es preferido que las
tres CDR de la cadena pesada se originen dei mismo anticuerpo

mientras que las tres CDR de la cadena ligera todas se

originen de un anticuerpo diferentes (pero todas del mismo).
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n o sus cadenas de

O

Los anticuerpos de la presente invenci

inmunogiobulinas correspondientes pueden ser ademas

O
[@]
=
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modificadas usando técnicas convencionales conc
técnica, por ejernplo, por usar eliminacidn, insercidn,
substitucidn, adicidén y/o recombinacidn de amino&cidos, y/o
cualesquiera otras modificaciones conocidas en la técnica ya
sea solas o en combinacidn. Los métodos para introducir tales
modificaciones en la secuencia de ADN que subyacen a la

secuencia de aminoacidos de una cadena de inmunoglobulina son

bien conocidos para la persona expertca en la técnica; ver, por
ejemplo, Sambrook, Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y.

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo o)

derivados del mismo son opcionalmente desinmunizados para
propésitos terapéuiticos. Un anticuerpo desinmunizado es una
proteina la cual carece de o estd reducida en epitopos que
pueden ser reconocidos por los linfocitos auxiliadores T. Un
ejemplo de cémo identificar los epitopos es mostrado en Tangri
et al., (J Immunol. 174: 3187-96, 2005). La fabricacidén de
fragmentcs de anticuerpo desinmunizadeos o derivados del mismo

pueden ser realizados como se describe en las Patentes de los

Estados Unidos de Norteamérica No. 6,054,297, 5,886,152 y

5,877,293

En una modalidad los anticuerpos en la presente
incluyen especificamente anticuerpos “gquiméricos”
(inmunoglobulinas) en los cuales una porcidn de 1la éadena

pesada y/o ligera es idéntica con u homdéloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie
particular o ‘que pertenece a una clase o subclase de

anticuerpo particular, mientras que el resto de la cadena es
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idéntica con u homélogo a secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de otras especies o gue perteneéen a
otra clase o subclase de anticuerpo, asi como también
fragmentos de tales anticuerpos, siempre y cuando exhiban la
actividad biolégica deseada (Patente de los Estados Unidos de

Norteamérica No. 4,816,567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). La produccidn de anticuerpos

(0N

icitu WO

}—
l_.v

quiméricos es descrita, por ejemplo, en la so
89/09622.

Preferentemente, la presente invencidén se refiere a
un anticuerpo qguimerizado el cual comprende una secuencia de
aminoacicos de cadena pesada seleccionada del grupo el cual
consiste de las SEQ ID NO:38, 39, 41, 42 6 por lo menos el
dominio variable de la misma o una secuencia de aminodcidos la
cuval tiene una identidad de secuencia de por lo menos 90% para
la misma y/o una secuencia de aminocécidos de cadéna ligera
seleccionada del grupo el cual consiste de SEQ ID NO: 37, 40 6
por lo menos el dominio variable de la misma o una secuencia

de amincacido

0

la cuval tiene una identidad de secuencia de por
lo menos 90% para la misma o para un anticuerpo el cual

reconoce el mnismo eplitopo sobre el dominioc extracelular de

En una modalidad adicional los anticuerpos de la

presente invencidén son anticuerpos humanizadc calinentce
, k

)

(4]
e

or

=

humanizados. Las formas humanizadas de los anticuerpos pueden
ser generadas de acuerdo a los métodos conocildos en la técnica
tales como la quimerizacidén o injerto de CDR. Los métodos
alternativos para la produccidén de anticuerpos humanizados son
bien conocidos en la técnica y son descritos en, por ejemplo,

la Patente europea EP-Al 0 239 400 y la solicitud WO 90/07861.
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Generalmente, un anticuerpo humenizado tiene uno o mwas
residuos de amincacidos introducidos en él1 a partir de una
fuente la cual no es humana. Estos residucs de aminocgcidos no
humanos son  con frecuencia referidos como residuos de

“importacién”, los cuales son tipicamente tomados de un

dominio wvariable de

por ejemplo realizada siguiendo el método de Winter vy
cotrabajadores (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986);

Riechmann et &l., Nature, 332:323-327 (1988); Verhosyen et
al;, Science, 239:1534-1536 (1988)), por substituir CDR o
secuencias de CDR de origen no humano por las secuencias
correspondientes de un anticuerpo human Por consiguiente,
tales anticuérpos “humanizados” son anticuerpos guiméricos
(Patence de los Estados Unidos de Norvteamérica No. 4,816,567)

en donde substancialmente menos de un dominio variable humano

intacto ha sido substituide por la secuencia correspondiente
de una especie no humana. En la préctica, los anticuerpos
humanizados son tipicamente anticuerpos humancs en los cuales

los mismos residuos de CDR y posiblemente algunos residuos FR
son  substituidos por residuos  de sitios analogos en
anticuerpos no humanos.

ilere a

i

Preferentemente, la presente invencidn

)]

e re
un anticuerpo humanizado el cual comprende una secuencia de
aminodcidos de cadena pesada seleccionada del grupo el cual
consiste de SEQ ID NO: 44, 46 o por lo menos el dominio
variable de la misma o una secuencia de aminocidcidos la cual
tiene una identidad de secuehcia de por lo menos 90% para la
misma y/o una secuencia de aminodcidos de cadena ligera

selecciorada del grupo el cual consiste de SEQ ID NO: 43, 45 6

por lo menos el dominio variable de la misma o una secuencia
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de aminoadcidos la cual tiene una identidad de secuencia de por

Q

lo menos 90% para la misma o para un anticuerpo el cual

r

m

conocce el mismo epitopo sobre el domino extracelular de AXL.

Un método para generar anticuerpos totalmente
humanos es a través del uso de cepas XenoMouse® de ratones que
han sido modificados para contener hasta pero menos de 1000
klb de fragmentos configurados de linea germinal dimensionados
del locus de cadena pesada humana y locus de cadena ligera
kappa. Ver, Mendez et al., (Nature Genetics 15:146—156, 1997),
y Green and Jakobovits, (J. Exp. Med. 188:483-495, 1998). Las
cepas XeroMouse® son disponibles de AMGEN, Inc. (inicialmente
ABGENIX, Fremont, CA).

La produccidén de cepas XencMouse® de ratones es
discutido y es delineada en la Solicitud de Patente de Estados
Unidos de Norteamérica No. 07/466,008, presentada el 12 de
enero de 1990, 07/610,515, presentada el 8 de Noviembre de
1990, 07/919,297, presentada el 24 de Julio de 1992,
07/922,649 presentada el 30 de Julio de 1992, 08/031,801,
presentada el 15 de Marzo de 1993, 08/112,848, presentada el
277 de Agosto de 1993, 08/234,145, presentada el 28 de Abril de
1994, 08/376,279 presentada el 20 de enero de 1995, 08/430,

938, presentada el 27 de abril de 1995, 08/464,584 presentada

D

pu—

el 5 de Junio de 1995, 08/464,582, presentada el 5 de Junio de
1985, 08/463,191, presentada el 5 de junio de 1995, 08/462,837
presentada el 5 de Junio de 1995, 08/486,853 presentada el 5
de Junio de 1995, 08/486,857, presentada el 5 de 7junio de
1995, 08/486,859 presentada el 5 de junio de 1995, 08/462,513

presentada el 5 de junio de 1995, 08/724,752 presentada el 2

de Octubre de 1996, 08/759,620 presentada el 3 de diciembre de

1996, la publicacién de Estados Unidos de Norteamérica
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2003/0093820, presentada el 30 de noviembre de 2001 v las
Patentes de 'Los Estados Unidos de Norteamérica 6,162,963,
6,150,584, 6,114,598, 6,075,181 y 5,939,598 y las Patentes
Japonesas No. 3 068 180 B2, 3 068 506 B2 y 3 (068 507 B2. Ver,

también la Patente Europea No., EP 0 463, 151 Bl, publicada

concedida el 12 de Junio de 1996, La solicitud de Patente

Qe

(%}

Internacional No. W09402602, publicada el
1994, 1la solicitud de Patente Internacional No. W09634096

publicada el 31 de Octubre de 1996, solicitud W09824893,

(]

publicada el 11 de Junio de 1998, solicitud WO00076310,

publicada el 21 de Diciembre de 2000. Las descripciones de

)

cada una de las patentes, solicitudes y referencias citadas
anteriores, son incorporadas en la presente para re
su totalidad.

En un procedimiento alternativo, diferente,
incluyendo GenPharm International, Inc., han wutilizado un
procedimiento "“minilocus”. En el procedimiento minilocus, un
locus Ig exdgeno es imitado a través de la inclusién de piezas
(genes individuales) a partir del locus Ig. De esta forma, uno
0 mé&s genes VH, uno o mas genes DH, uno o mé&s genes JH , una
regidn constante mu, y usualmente una segunda regidn constante
(preferentzemente una regidn constante gamma) se forman en una
construccidén para insercidén en un animal. Este procedimiento
es descrito en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 5,545,807 para -Surani et al., y Las Patentes
de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,545,806,
5,625,825, 5,625,126, 5,633,425, 5,661,016, 5,770,429,
5,789,650, 5,814,318, 5,877,397, 5,874,299 y 6,255,458 cada
una para Lonberg and Kay, las Patentes de los Estados Unidos

de Norteamérica No. 5,591,669 y 6,023.010 para Krimpenfort and
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Berns, las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica No.
5,612,235, 5,721,367 y 5,789,215 para Berns et al., y la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,643,763
para Chol and Dunn, y la solicitud de Patente de Norteamérica
Internacional de GenPharm No. 07/574,748, presentada el 29 de
Agosto de 1990, 07/575,962, presentada el 31 de Agosto de
1990, 07/810,279, presentada el 17 de Diciembre de 1991,
07/853,408 presentada el 18 de Marzo de 1992, 07/904,068
presentada el 23 de Junio de 1992, 07/990,860, presentada el
16 de Diciembre de 1992, 08/053,131, presentada el 26 de abril
de 1993, 08/096,762 presentada el 22 de Julio de 1993,
08/155,301 presentada el 18 de noviembre de 1993, 08/161,739
presentada el 3 de diciembre de 1993, 08/165,699 presentada el
10 de diciembre de 1993, 08/209,741 presentada el 9 de Marzo
de 1994, las descripciones de las cuales son iné*lporadas en
la presente para referencia. Ver, también la Patente Europea
No. 0 546 073 B1l, las solicitudes de Patente Internacional No.
WO9203918, WO9222645, Woa222647, W09222670, WO09312227,
WO9400569, W09425585, WO9614436, WO09713852 y WO9824884 y la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,981,175
las descripciones de las cuales se incorporan en la presente
para referencia en su totalidad.

{irin ha demostrado también la generacidén de

anticuerpos humanos a partir de ratones en los cuales, a

o1}

través de la fusién microcelulsr, grandes piezas de
cromosomas, O cromosomas totales, han sido introducidas. Ver,
las solicitudes de Patente Europeas No 773 288 y 843 961, las
descripciones de las cuales son incorporadas en la presente
erencia. Adicionalmente, se han generado los ratones

KMTM, los cuales son el resultado de reproduccién cruzada de
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ratones Tc de Kirin con ratones minilocus de Medarex (Humab).
Estos ratones poseen el transcromosoma IgH humano de 1los
ratones Kirin y el transgen de cadena kappa de los ratones
Genpharm (Ishida et al., Cloning Stem Cells 4:91-102, 2002)

por métodos in vitro. Los ejemplos adecuados incluyen pero no

se limitan a exhibicidén de fagos (CAT, Morphosys, Dyax,
Biosite/Medarex, Xoma, Symphogen, Alexion (principalmente
Proliferon), Affimed), exhibicidn de ribosoma (CAT),

exhibicién de levadura, y similares.

s5er conjugado con un grupo €

un grupo radiocactivo © un grupo citotdxico.

puede ser etiquetado Las etiquetas adecuadas incluyen
etiguetas radicactivas, etiquetas fluorescentes, o etiquetas

de enzimra.

Los anticuerpos adicionales a ser utilizados de

acuerdo con la presente invencidn son asi llamados anticuerpos

Z

1 principio general para la produccidén de

0N
=]

XeNogénicao
anticuerpos zenogénicos tales como anticuerpos humanos en
ratones es descrito en, por ejemplo, la solicitud W09110741,
WO 9402602, WO 9634096 y WO 9633735.

Como se discute anteriormente, el anticuerpo de la
invencidn puede existir en una variedad de formas ademas de
anticuerpos completos; incluyendo, por ejemplo, Fv, Fab’” vy
F(ab’), asi como también en cadenas se;cillas; ver por
ejemplo, WO8809344.

Si se desea, los anticuerpos de la invencién pueden

ser mutados en los dominios variables de las cadenas pesadas
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y/o ligeras para alterar una propiedad de enlace del
anticuerpo. Por ejemnplo, una mutacidn puede ser hecha en una o
mas regiones CDR para incremencar o disminuir la Kd del

especificidad de enlace del

\‘J_)
a3}

anticuerpo para AXL, o alterar 1

3

anticuerpo. Las técnicas de mutagénesis dirig

jiida en sitio son

[(n]

bien conocidas en la técnica. Ver, por ejemplo, Sambroock et

al. y Ausubel et al., supra. Adicionalmente, las mutaciones

(D

pueden ser hechas en un residuo de amincécidos que es conocido

I_J\

para ser cambiado comparado con la l nea germinal en una
regién variable de un anticuerpo AXL. En otro aspecto, las
mutacicnes pueden ser introducidas en una o mads regiones de

cuadro. Una mutacidén puede ser hecha en una regién de cuadro o

dominio constante para 1lncrementar la vida media del
anticuerpo AXL. Ver, por ejemplo, la solicitud WO0009560. Una
mutacidén en una regidn de cuadro o dominio constante puede
también ser hecha para alterar la inmunogénicidad del

anticuerpo, para proporcionar un sitio para enlace covalente o

@]

otra molécula, o alterar tale

S
0]
o

no propiedades como

UJ
-

fijacidén complemento. Las mutaciones pueden ser hechas en cada

una de las regicnes de cuadro, el dominio con

[¥3]

tante y las
regiones variables en uin anticuerpo mutado sencillo.
Alternativamente, las mutaciones pueden ser hechas en
solamente wuna de las regiones de cuadro, las regiones

variables o el dominioc consta mutado

(—,
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sencillo.

En un aspecto adicional, el anticuerpo puede tener
un dominio' constante con funciones efectoras, en donde las
células que expresan AXL las cuales han enlazado al
£

anticuerpo, fragmento de anticuerpo o derivado del mismo sobre

la superficie celula

~
T
<
@
O,
[
=i

ser atacadas por funciones del
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sistema inmunoldgico. Por ejenplo, el anticuerpo puede ser
capaz de fija£ el complemento y parcicipar en la citotoxicidad
dependiente a complemento (CDC por sus siglas eh inglés). Por
otra parte, el anticuerpo puede ser capaz de enlazar a los

toras, tales como monocitos vy

(0]
(9]
o

células asesinas naturales (NK por sus siglas en inglés), vy
participar en la citotoxicidad celular dependiente a
anticuerpo (ADCC por sus siglas en inglés).

En aun vun aspecto adicional los anticuerpos de la

invencidn son aplicables para itratamiento  terapéutico,
preferencemente para el tratamiento de enfermedades
hiperproliferativas, enfermedades cardiovasculares, en
particulax arterosclerosis y trombosis, enfermedades

relacionadas a diabetes, en particular hipertrofia glomerular
o mnefropatia diabética, vy particularmente de transtornos

asociados con, acompafiados por o provocados por expresion

UJ
I_l

sobreexpresidn o hiperactividad de AXL. Las enfermedades
hiperproliferativas son seleccionadas preferentemente a partir
de trastornos asociados con, acompafiados con o provocados por
expresidn, sobreexpresidén, o hiperactividad de AXL, tal como
cancer, por ejemplo, cédncer de mama, cancer de colon, cancer
de pulmér, cancer de rifién, linfoma folicular, leucemia
mieloide, cancer/melanoma de la piel, glioblastoma, céncer
ovarico, céancer de prdstata, céncer pancredtico, esdfago de
Barret, y cancer de eséfago, cancer de estémago, cancer de
vejiga, cancer cervical, cancer hepatico, cédncer de la
tiroides, y cancer de cabeza y <cuello o enfermedades
hiperpléasticas y neopléasticas u otras enfermedades

hiperproliferativas de expresioén o sobreexpresién de AXL.

En otro aspecto los anticuerpos de la presente
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invencidn pueden ser usados para la coadministracidn con un
agente antineoplasico para el <tratamiento de uno de los
trastorncs mencionados anteriormente

La coadministracidén como se usa en la presente

incluye la administracidén de un anticuerpo de la presente

agente antineopldsico el cual induce la apoptosis. El término
co—administracién  ademés incluye la administracién del
anticuerpo de la presente invencidn \% el agente
ancineoplésico, preferentemente el agente antineoplasico el
cual induce la apoptosis, en la forma de una sola composicién

o en la forma de dos o mas composiciones distintas. La co-

l_-l
(@
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administ inciuye la administracidn de un anticuerpo de
la presente invencidn con un agente antineoplédsico,
preferentemente un agenite antineopldsico el cual induce la
apoptosis simulténeamente (es decir al mismo tiempo) o
secuencialmente (es decir en intervalos).

La invencidén ademds se relaciona a una molécula de
dcido nucleico 1la cual codifica el anticuerpo, fragmento de
anticuerpo o derivadeo del mismo de la invencién. La molécula
de é&cido nucleico de la invencidén que codifica el anticuerpo

descrito anteriormente, el fragmento de anticuerpo o derivado

del mismo puede ser, por ejemplo ADN, ADNc, ARN o ADN o ARN

producido sintéticamente o molécula de cide nucleico
quimérico producicdo recombinantemente la cual comprende
cualquiere de agquellas moléculas de 4&acido nucleic va sea

=-

solas o en combinacién. La molécula de Acido nucleico puede
también ser ADN gendmico que corresponde al gen total o una
porcidén substancial del mismo o a fragmentos y derivados del

mismo. La secuencia de nucleétido puede corresponder a la
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secuencia - de nucledtidos que ocurren naturalmente o pueden

concener substituciones, eliminaciones 0 adiciones de
nucledtidos sencillos o miltiples. En una modalidad particular
preferida de la presente invencidn, la molécula de acido

nucleico es una molécula de ADNc.

Preferentemente, la invencidén se relaciona a una
molécula de &cido nucleico aislada seleccionada del grupo el
cual consiste de:

(a) una secuencia de &acido nucleico la cual codifica un
polipéptide de la SEQ ID NO: 7-12, 13-30, 37-42, 43-
4¢.

(b) Una secuencia de &cido nucleico como sSe muestra en la

SEQ ID NO:1-6, 31-36

o
(0]

(c) Un &cido nucleico complementario para cualguiera
las secuencias en (a) o (b); vy
(d) Una secuencia de é&cido nucleico capaz de hibridizar a
(a), (b), o (c) bajo condiciones de sevéridad.
El término “hibridizacién bajo condiciones de
severidad” significa que los dos ifragmentos de acide nucleicos
se hibridizéL uno con el otro bajo condiciones de

hibridizacién estandarizadas como se describe por ejemplo en

N

Sambrook et al., “Exzpression of cloned genes in E. coli” en
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1989), cold Spring
Harbor Lakoratory Press, New York, USA. Tales condiciones son
por ejemplo la hibridizacién en 6.0xSSC en aproximadamente
45°C, seguido por una etapa de lavado con 2.0xSSC en 50°C,
preferentemente 2.0xSSC en 65°C, o) 052xSSC en 50°C,
preferentemente 0.2xSSC en 65°

La‘ invencién también se relaciona a un vector el

cual comprende una molécula de acido nucleico de la invencién.
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smido, un

Q‘\

El vector puede ser, por ejemplo, un fago, un pl
vector viral o ietroviral. Los vectores retrovirales pueden
ser competentes en replicacidén o defectivos en replicacidén. En
el ultimo caso, la propagacidén viral generalmente ocurrird
solamente para complementar las células hospedero.

Las moléculas de é&cido nucleico de la invencién
pueden ser unidas a un vector el cual contiene marcadores

ero. Generalmente,

[

seleccionables para propagacidédn en un hospe
un vector de pléasmido es introducido en un precipitado tal
como precipitado de fosfato de calcio o precipitado de cloruro
de rubidio, o en un complejo con un lipido éargado O en
glomérulos a base de carbono, tales como fullerens. Si el
vector seria un virus, este puede ser empacado in vitro usando
linea celular de empacamlento apropiado antes a la aplicacidn
a las células hospedero.

Preferentemente, el vector de la invencidédn es un
vector de expresidén en donde la molécula de acido nucleico es
enlazada operativamente a una o més secuencias de control gue
permiten la transcripcidén y opcionalmente la expresién en
células hospedero procaridticas y/o eucaridticas. La expresién
de la molz2cula de 4cido nucleico comprende la transcripcién de
la molécula de &cido nucleico, prefer enuemcnﬁe en un ARNm
traducible. Los elementos regulatorios que aseguran la
expresién en células eucaridticas, preferentemente células
mamiferas, son bien conocidos por aquellos expertos en la
técnica. Usualmente mprenden secuencias regulatorias que
aseguran =1 inicio de transcripcidén y opcionalimente sefiales
poliA que aseguran la terminacidén de transcripcién vy

estabilizacidén de la transcripcidén. Los elementos regulatorios

adicionales pueden incluir mejoradores transcripcionales asi
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como  también traduccionales. Los elementos regulatorios
posibles que permiten la expresidén en células hospedero
procaridticas comprenden, por ejemplo, el promotor lac, trp o
tac en FE. coli y ejemplos para elementos regulatoricos que
permiten la expresidn en células hospederc eucaridticas son el
promotoxn AOXI o GAL1 en levaduras, o 21 promotor CMV-, SV40-,
RSV (virus de sarcoma Rous), incrementador CMV, incrementador

SV40 o un intrén de globina en células mamiferas y otras

—

animales. Ademés de mentos los cuales son responsables para
el inicio de transcripcidén los elementos regulatorios pueden
también comprender sefiales de terminacidn de transcripcidn,
tales como el sitic SV40-poliA o el sitio tk-poli-A, corriente
abajo del polinucledtido. En este contexto, los vectores de
expresidn adecuados son conocidos en la técnica tales como el
vector Jde expresién  de ADNc de Okayama-Berg pcivl
(Pharmacia), pCDM8, pRc/CMV, pcDNALl, pcDNA3 (Invitrogen) o
PSPORTI [GIECO BRL). Preferentemente, el vector es un vector
de expresién y/o un vector de transferencia u objetivacién de
gen. Los vectores de expresidén derivados de virus tales como
retrovirus, virus de vacunas, virus adeno asociados, virus de
herpes, o virus de papiloma bovino, pueden ser usados para
suministro de los polinucledtidos o vector de la invencidn en

ivada. Los métodos los cuales son

("i

la poblacidén celular obje

bien conocidos por aquellos expertos en la técnica pueden ser

o

usados para construir vectores virales recombinantes; ver, por
ejemplo, las téchicas descritas en Sambrook, Molecular Cloning
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (2001,
Tercera Edicidén), N.Y. y Ausubel, Current Protocols en

Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley

Interscience, N.Y. (1994). Alternativamente, las moléculas de
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nucleicos de la invencidn pueden ser reconstituidas en
liposomas para suministro a células objetivas.

La invencién ademéds se relaciona a un hospedero el
cual comprende el vector de la invencidn.

El hospederc puede ser una célula procaridtica o
eucaridtica o) un animal transgénico no ~ humano. El
polinucledtido o vector de la invencidn el cual estd presente
en el hospedero puede ser ya sea‘integrado en el gencma del
hospedero o puede ser mantenido extracromdscmicamente en el
genoma del hospedero o] pusde ser mantenido
extracromosémicamente. En este aspecto, es también entendido
que la molécula de acido nucleico de la invencidén pueda ser
usada para “objetivacién del gen” y/o “reemplazo de gen” para

1.

restablecer un gen mutantce o para crear un gen mutante por

[l

medic de la recombinacidn hombloga; ver por ejemplo Mouellic,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87 (1990), 4712-4716; Joyner, Gene
Targeting, A Practical Approach, Oxford University Press.

El hospederc puede ser cualguier célula procaridtica
0 eucaridtica, tal coio una bacteria, insecto, hongo, planta,
animal, mamifero o preferentemente, célula humana. Las células
fidngicas preferidas son, por ejemplo, aquellas del género
Saccharomyces, en particular aquellas de laé especies S.
cerevisiae. El términc “procaridtico” significa para incluir
todas las bacterias las cuales pueden ser transformadas o
transfectadas con un polinucledétido para la expresién de un
polipéptido variante de la invencién. Los hospederos
procaridéticos pueden incluir gram negativo asi como también
bacterias gram positivas tales como, por ejemplo, E. coli, S.
typhimurium, Serratia marcescens Yy Bacillus subtilis. Un

polinucleétido el cual codifica para una forma mrutante de
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polipéptidos variantes de la invenciédn puede ser usadoe para
transformar o transfectar el hospedero usando alesquiera

técnicas cominmente conocidas para aquellos de experiencia
ordinaria en la técnica. Los métodos para preparar genes
fusionados, enlazados operablenente y expresarlos en bacterias
0o células animales son bien conocidas en la técnica (Sambrook,
Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory (2001 tercera edicidn). Las construcciones vy

métodos genéticos descritos en la presente pueden ser

utilizados para expresidn de anticuerpos variantes, fragmentos
de anticuerpos o derivados de los mismos de la invencidn en,
por ejemplo, hospederos procaridticos. En general, los
vectores de expresidn  los cuales contienen  secuencias
promotoras los cuales facilitan la transcripcidn eficiente de
la molécula de &cido nucleico insertada son usados en

conexidén con el hospederc. El vector de expresidén contiene
tipicamente wun ~origen de replicacidn, un promotor, y un
terminador, asi como también genes especificos los cuales son
capaces de proporcionar seleccidn fenotipica de las células
transformadas. Los hospederos procaridticos transformados
pueden hacerse crecer en fermentadores y cultivades de acuerdo
a teécnicas conocidas en la técnica para lograr el crecimiento
celular O6ptimo. Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o
derivados de los mismos pueden entonces ser aislados del medio
de crecimiento, lisados celulares o fracciones de membrana
celular. El aislamiento y purificacién de los anticuerpos
expresados microbiolégicamente o de otra forma expresados,
fragmentos de anticuerpo o derivados de los mismos de la
invencién puede ser por cualesquiera medios convencionales

tales como, por ejemplo, separaciones cromatogratficas
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preparativas y separaciones inmunolégicas tales como aquellas
las cuales implican el uso de anticuerpos monoclonales o
policlcnales.

En una modalidad preferida de la invencién, el
hospedero es una bacteria, hongo, planta, anfibio o célula

animal. La

n

células animales preferidas incluyen perc no se
limitan a células de ovario de hamster Chinas (CHO), células
de riién de hamster bebé (BHK), células de rifién de mono (Cos
por sus siglas en inglés), células 3T3, células NSO y un
nomero de lineas celulares diferentes las cuales incluyen
células humanas, por ejemplo Per.C6. En otra modalidad
preferida, la célula animal es una célula de insecto. Las
células de insecto preferidas incluyen perc no se limitan a
células de las lineas celulares SF9.

En una modalidad mas preferida de la invencién, el
hospedero es una célula humana o linea celular humana. Las
ceélulas humanas incluyen, pero no se limitan a células de
rindn embridnicas humanas (HEK293, 293T, 293 freestyle).
Adicionalmente, las lineas celulares humanas incluyen, pero no
se limitan a células HeLa, células de carcinoma hepatocelular
humanas (por ejemplo, Hep G2), células A549.

La invencidn también proporciona los animales no
humanos transgénicos los cuales comprenden una o més moléculas
de acido nucleicos de la invencidén que pueden ser usados para
producir los anticuerpos de la invencién. Los anticuerpos
pueden ser producidos en y recuperados de tejido o fluidos
corpora.es, tales como leche, sangre u orina, de cabras,
vacas, caballos, cerdos, ratas, ratones, conejos, hamsters u
otros mamiferos. Ver, por ejemplo, las Patentes de los Estados

Unidos de Norteamérica No. 5,827,690; 5,756,687; 5,750,172; Yy
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5,741,957 Como se describe anteriormente, los animales
transgénicos no humanos que comprenden loci de inmunoglobulina
zacién con AXL © una

humano pueden ser producidos por inmuni

porcidén cdel mismo.

para la preparacién de wun anticuerpo, el cual comprende

cultivar el hospedero de la invencidn bajo condiciones gue

permiten la sintesis del anticuerpo y recuperar el anticuerpo
a partir del cultivo.

Las células transformadas pueden hacerse crecer en

ntadores v cultivados de acuverdo a técnicas conocidas en

fermen y
la técnica para lograr crecimiento celular dptimo. Una vez

expresadao, los  anticuerpos enteros, sus dimeros, cacdenas

ligeras Y ' pesadas individuales, u otras formas

purificadas de acuerdo a procedimientos esténdar de la
técnica, incluyendo precipitacién de sulfato de amonio,
columnas de afinidad, cromatografia de columna, electroforesis

v
L

de g¢gel y similares; ver, Scopes, “Protein Purificatcion”
u?ringer—VeLlag, N.¥Y. (1982). E} anticuerpo o sus cadenas de
inmunoglobulinas correspondientes de la invencién pueden
entonces ser aisladas a partir del medio de crecimiento,
lisados «celulares, o fracciones de membrana celular. EI1

aislamiento vy purificacién de, por ejemplo, anticuerpos

expresados microbioclégicamente o cadenas de inmunoglobulina
de la invencidén pueden ser por cualesquiera medios
convencionales tales como, por ejemplo, separaciones

cromatograficas preparativas y separaciones inmunolégicas
tales como aquellas que implican el usoc de anticuerpos

monoclonales o policlonales dirigidos por ejemplo contra la
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regidn constante del anticuerpo de la invencidn.
Seré idente para aquellos expertos en la técnica
que los anticuerpcs de la - invencidn pueden ser ademas

acoplados a otras porciones por, por ejemplo, aplicaciones de

objetivacidén de fédrmaco y de imagen. Tal acoplamiento puede
ser realizado quimicamente después de la expresién del
anticuerpo o ntigeno al sitio de unidén o el producto de

QJ
(_i'
[

acoplamiento puede ser modificado en el icuerpo o antigeno
de la invencidén en el nivel de ADN. Los ADN son entonces
expresadcs en un  sistema de Thospedero adecuvado, y las
proteinas expresadas son recolectadas vy renaturélizadas, si es
necesario.

En una modalidad preferida de la presente invencidn,

el anticuerpo es acopl

QO

do a un efector, tales como un
radicisoctopo o un agente Jguimioterapéutico téxico.

Preferentemence, estos conjugados de anticuerpo son utiles

para objetivar células, por ejemplo, células cancerigenas, que
expresan AXL, para eliminacidn. ELl enlace de
anticverpos/fragmentos de anticuerpos de la invencidén para
radicisdtopos  por ejemplo proporciona ventajas para
tratamientos de tumores. A diferencia de la quimioterapia u
otras formas de tratamiento de céncer,la radioinmunoterapia o

la administracién ‘de una combinacién de radioisotopo-

—

anticuerpo objetiva directamente las células cancerigenas con
dafic minimo al tejido normal, saludable circundante. Los
radicisotopos preferidos incluyen por ejemplo °H, *c, N, 3%g,
0y 99pe, 1257 = 1317

Adicionalmente, los anticuerpos de la invencién
pueden ser usados para tratar el céncer cuando son conjugados

con farmacos gquimioterapéuticos toxicos tales como
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1. Cancer Instru.,

geldanamycina (mandler et al., J. Na
92(19), 1549-51 (2000 y maytansina, por ejemplo, el
maitansinoide, DM1 (Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.

93:8618-8623 (15996) y auriscatina-E o moncmetilauristatina-E

proteasas especificas son empleados con esta tecnologia. Los

anticuerpos de la invencidn pueden ser conjugados como se

dcide nucleico, el vector, el hospedero de la invencidén o un
anticuerpo obtenide por el método de la invencidn.
El término ‘“composicidn” como se emplea en la

presente comprende por lo menos un compuesto de la invencidn.
Preferentemente, tal composicidn es una composicidn
farmacéutica o de diagndstico.

Es preferido que ta composicidn
comprenda un porcador y/o dilu

farmacéuticamentce. La composicidn

presente puede ser parcialmente Gtil pera el tratamientco de
trastornos asociados con, acompaiados por o provocados por

expresidn, sobreexpresidn o hiperactividad de AXL, por ejemplo
enfermedades hiperproliferativas, enfermedades
cardiovasculares, en particular arterosclerosis y trombosis,
enfermedades relacionadas a diabetes, en particular
hipertrofia glomerular o nefropatia diabética. Tales

trastornos comprenden, pero no se limitan a cancer, por
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e colon, cancer de pulmndn,
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cancer de rifidn, linfoma folicular, leucemia mieloide, cancer
de la piel/melanoma, glioblastoma, céncer ovarico, cancer de
préstata, céncer pancreadtico, céncer de esdfago y esofdgico de
B

arrett, cadncer de estdmago, cancer de vejiga, cancer

necpladsticas u oLras enfermedades de expresidn o)
sobreexoresidn de AXL.
El término “hiperactividad en la presente se
efiere a sefalizacién de AXL no controlada la cual puede ser
provocada por una carencia y/o disfuncién de regulacidn
negativa. Por la forma de ejemplo la regulacidn negativa
comprende desfosforilacién de proteina, degradacidn y/o
endocitosis. Por otra parte la sefalizacién de AXL no
controlada puede ser el resultado de alteraciones genéticas,

va sea somdticas o de linea germinal, lo cual resulta en

cambios de la secuencia de a nacidos de AXL
Ejemplos de portadores, excipientes y/o diluyentes
farmacéuticos son bien conocidos en la técnica e incluyen

scluciones salinas amortiguadas con fosfato, agua, emulsiones,

tlpOS

@

0l
=
i
®
63}

tales ccmo emulsicones de aceite/agua, varic ag

U.l
(@)

humectantes, soluciones estériles, etc. Las composiciones las

-~

cuales comprenden tales portadores pueden ser formuladas por

o)

métodos convencionales ien conocideocs. Estas composiciones
farmacéuticas pueden ser administradas al sujeto en una dosis
adecuvada. La administracién de las composiciones adecuadas
puede ser efectuada por formas diferentes, por ejemplo por
administracidn intravenosa, intraperitoneél( subcuténea,
intramuscular, tépica, intradérmica, intranasal, o}

intrabrongquial. Las composiciones de la invencidédn pueden
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como el cerebro. El regimen de dosis seré

o]
l_l
o]
ct
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determinade por el médico que atiende y los factores

e

Como es bien conocido en las técnicas médicas, las dosis para
cualquier paciente depende de mnuchos factores, los cuales
incluyern el tamafio del paciente, &rea super

edad, el compuesto particular a ser administirado, sexo, tiempo

y ruta de administracidn, salud general, y otros férmacos que
SO adninistrados concurrentemente. La materia activa
proteinédcea farmacéuticamente puede estar presente en
cantidades entre 1 pg y 100 mg/kg de peso corporal por dosis;

sin embargo, las dosis abajo o arriba de este intervalo de

ejemplo son previstos, especialmente considerando los factores

mencionados anteriormente. Si el régimen es una infusién
continua, debe también estar en el intervalc de 1 pg a 100 mg
por kilogramo de peso corporal por minuto.

El progreso puede ser monitoreado por evaluacién

—-
=

periddica. Las composiciones de la vencidédn pueden ser

administradas local o sistémicamente. Las preparaciones para

=-

administracién parental incluyen las soluciones, suspensiones,
y emulsiones acuosas o no acuosas estériles. Ejemplos de
solventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol,
aceites vegetales tales como aceite de oliva y ésteres
organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los
portadores acuosos incluyen agua; soluciones
alcohélicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo
solucidn salina y medios amortiguados. Los vehiculos

parentales incluyen solucidén de cloruro de sodio, dextrosa de

Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, aceites fijos o de
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conservadores y otros aditivos pueden también estar presentes
tales como, por ejenplo, antimicrobianos, antioxidantes,

agentes quelantes, Y gases inertes y similares.

2

Adicionalnmente, la composicidén farmacéuiica de la invencidn

mprender ad

puede ccmprend lemés agentes que dependen del uso propuesto

7}

de la composicién farmacéutica. Es particulariente preferido
que la composicidn farmacéutica comprenda agentes activos

adicionales como, por ejemplo un agente antioneopléstico

[¢)]
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adicional, inhibidor de molécula pegueda, ageni

farmacéutica la cual conprende un anticuerpo anti-AXL, el cual
es preferentenente el anticuerpo de la invencidn en
combinacidén con por lo mencs un  agente antineopléasico
adicional. La combinacién es efectiva, por ejemplo, para

Muchos agentes antineoplésicos son conocidos
actualmente en la técnica. En general el término incluye todos
los agentes que son capaces de prevencidén, alivio y/o
tratamiento de Trastornos hiferp:olixeratiVﬂs. En una
modalidzad, el agente antineoplédsico es seleccionado del grupo
de proteinas terapéuticas las cuales incluyen peroc .no se
limitan a anticuerpos o proteinas inmunomodulatorias. En otra
nodalided el agente antineoplédsico es seleccionado del grupo
de inhibidores de molécula pequeiia 0 agentes
quimicterapéuticos los cuales consisten de inhibidores

mitdticos, inhibidores de quinasa, agentes alquilantes, anti-
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metabolitos, antibidticos intercalantes, inhibidores de factor
de crecimiento, inhibidores de «c¢iclo <celular, enzimas,

inhibidores de topoisomerasa, inhibidores de deacetilasa de

histona, agentes antisobrevivencia, modificadores de respuesta
biclégica, antihormonas, por ejemplo, anti-andrdgenos, vy
agentes antiangiogenesis.

Los ejenplos especificos de agentes antineoplasicos
los cuales pueden ser wusados en combinacién con los
anticuerpo: proporcionados en la presente incluyen, por
ejemplo, gefitinib, lapatinib, sunitinilb, pemnetrexed,
bevacisumalb, cetuximab, imatinib, trastuzumab, alemtuzumab
rituximal, erlotinilb, bortezomib y similares. Otros agentes

antineopldsicos especificos a ser usados en las composiciones

comc se describe y reclama en la presente incluyen por

ejemplo, agentes guimioterapéuticos tales como capecitabina

dauncirukicina, daunomicina, dactinomicina,  doxorubicina,
epirubicina, idarubicina esorubicina, bleomicina,
mafosfamida, ifosfamida, arabindsido de citosina, bis-

mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona, cestosterona,
tamoxifen, dacarbazina, procarbazina, hexametilmelamina,
pentametilmelaming, micoxantrona, amsacrina, clorambucil,

ciclofosfamida, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina
(CA), 5-azacitidina, hidroxiurea, deoxicoformicina, 4-
hidroxiperoxiciclofosfor-amida, S5-fluorouracilo (5-FU), 5-
fluorodeoxiuridina (5-FudR), metotrexato (MTX por sus siglas
en inglés),‘ colquicina, taxol, vincrisiina, binblastina,
eniposido, cisplatina, Y

dietilestilbestrol (DES). Ver, generalmente, The Merck Manual
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of Diagnosis and Therapy, 15% edicidén, 1987, pag. 1206-1228,
Berkow et al., eds., Rahway, N.J. En particular preferidos son
tales antineopldsicos que inducen la apoptosis.

Cuando se usa con los anticuerpos AXL descritos,

tales agentes antineoplésicos pueden ser  usados
individualmente (por ejemplo, 5-FU y un anticuerpo),

secuencialmente (por ejemplo, 5-FU vy un aﬁticuerpo por un
pericdo de tiempo seguido por MTX y un anticuerpo), o en
combinacién con uno o mds de otros agentes antineoplésicos
(por ejemplo, 5-FU, MTX y un anticuerpo, o 5-FU, radioterapia

y un anticuerpo).

El términoc agente antineoplédsico puede también
incluix procedimientos terapéuticos, COomo por ejemplo

radiacidén o radioterapia.

La composicién farmacéutica de la invencidn puede
ser usada en‘medicina humana y puede serx usada también para
propdsitos veterinarios.

Adicionalmente, la invencidn se relaciona al uso del
anticuerpo de la invencidn, la molécula de acidoe nucleico, el
vector, €l hospedero de la invencidin o un anticuerpo obtenido
por el método de la invencidén para la preparacidén de una

composicidn

-

tratamiento de en

enfermedades relacionadas a diabetes en particular
14

hipertrofia glomerular o ne

particularmente de trastornos asociados con, acompafiados por o

ractividad de

O

provocados por expresidn, sobreexpresidén o hip
AXL.

erativa como se menciona
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anteriormente incluye cualesquiera neoplasia, es decir
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cualquier o nuevo anormal y/o no controlado de

tejido. EL término “crecimiento nueveo no controlado de tejido

como se usa en la presente puede depender de una disfuncidn
y/o pérdida de regulacién de crecimiento. Una enfermedad
hiperproliferativa incluye enfermedades tumorales y/o céancer,

tales como canceres metastasicos o invasivos.

En una modalidad preferida del uso de la invenciédn,
la ermedad hiperproliferativa es er
mama, céncer de colon, cancer de pulmdn, cadncer de rifnén,
linfoma £ ll ula ar, leucemia de mieloide, cancer de

piel/melanomnea, gliokblastoma, cédncer de ovario, cancer de

T

ata, céncer pancredtico, céncer de esdéfago v esofagico de

v
cr

rd

T

Barret, cancer de estémago, cancer de vejiga, cancer
cervical, cancer de higado, cancer de la tiroides, y céncer de
cabeza y cuello, o enfermedades hiperplésticas o nnop1astlcas
u otras enfermedades hiperproliferativas que expresan o sobre
expresan AXL.

En aun otra modalidad la presente invencidén se
reficre al uso de un anticuerpo anti AXL, preferentementce el

abricacién de un

anticuerpo de la presente invencidn para la
medicamento para la coadmninistracidn con un agente
antineoplédsico para el tratamientoc de uno de los trastornos
mencionados anteriormente en la presente.

De acverdo a una modalidad adicionalmente pref
la presente invencién se dirige al uso de un ancicuerpo anti-
BAXL para la fabricaéién de una composicién farmacéutica para
el tratamiento de céncer resistente a farmaco. En una

modalidac particularmente preferida, el anticuerpo anti-AXL es

un ant:cuerpo monoclonal como se define en las
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reivindicaciones 1-22.
Ademds la presente invencidn se relaciona a una
composicidén de diagnds

tico la cual comprende el anticuerpo de

la invencidén, la molécula de
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tor, el
hospedero de la invencildn o un anticuerpo obtenido por el
método de la invencidn y opcionalmente un portador aceptable

farmacéuticamente.

La composicién de diagndstico de la invencidn es
otil en la deteccidén de una expresidén, sobreexpresidn o
hipera idad no deseada de AXL de mamifero en diferentes

células, tejidos u otra muestra adecuada, lo cual comprende

acto una muestra con un  anticuerpo de la

ci

poner er con

invencidén, y detectar la presencia de AXL en la muestra. Por
consiguiente, la composicidn de diagndstico de la invencién

puede ser wusada para evaluar el inicio o el estado de

enfermedad de una enfermedad hiperproliferativa
Adicicnalmente, las células lignas, tales como
células de cancer que expresan AXL, pueden ser objetivadas con

el anticuerpo de la invencidn. Las células las cuales han
enlazado el anticuerpoc de la invencidén pueden de esta forma
ser ataceadas por funciones del sistema inmunoldgico tal como

el sistema de complemento o por citotoxicidad mediada por

células, por lo mismo reduciendo el numero de o erradicando
las ceélulas cancerigenas. Estas consideraciones igualmente

tratamiento de metédstasis y tumores recurrentes.
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En otro aspecto de la presente invencidn, el
anticuerpo de la invencidén es acoplada a un grupo de
etiguetado. Tales anticuerpos son particularmente adecuados
para aplicaciones de diagndstico. Como se usa en la presente,

el término “grupo de etiquetado” se refiere & un marcador
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detectable, por ejempleo un amincacide radicetiguetado o
porciones de Dbiotinilo que pueden ser detectadas por la

avidina marcada. Varios métodos para etiguetar polipéptidos vy

glicoproteinas, tales como anticuerpos, son conocidos en la
técnica y pueden ser usados para realizar la presente
invencidn. Eﬁemplos de grupos de etiguetado adecuados
incluyen, pero no se limiten a, los siguientes: radioisotopos

14C’ 15N, 355, 9OY, 99r‘|’1q 111

Tc, N,

1257 1311y, luorescentes (por ejemplo FITC, rodamina,

fodsforos de lantanida), grupos enzimdticos (por ejemplo

peroxidasa de rébano, beta-galactosidasa, luciferasa,
fosfatasa alcalina), grupes guimioluminiscentes, grupos de

biotinilo, O epitopos de polipéptido predeterminados
reconocidos por  un  reportador  secundario (por  ejemplc

secuencias de pares de cilerre de leucina, sitios de enlace
para anticuerpos secundarics, dominios de enlace de metal,
etiquetas de epitopo).

En ciertos aspectos, puede ser deseable, que los

grupos de etiquetado sean unidos por brazos espaciadores de

)

d

Q)
i~
D
=

varias longitudes para icir  la impedancia estérica
potencial.

En otra modalidad la presente invencidén se relaciona
a un metodo para evaluar la presencia de células que expresan

AXL el cual comprende poner en contacto el anticuerpo de la

invencidén con células o un tejido que se sospecha de portar

¢

A¥L en su superficie. Los métodos adecuados para deteccidn de

3
Q.
D

expresidn AXL en una fmuestra puede Sser un  ensayo

inmunoabsorbente enlazado a enzima (ELISA por sus siglas en

inglés) o una inmunohistoquimica (IHC por sus siglas en

inglés) .
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Un ensayo de ELISA puede ser realizado en un formato

de placs de microtitulo, en donde por ejemplo los pozos de una

(_I'

placa de microtitulo, son adsorbidos con un anticuerpo AXL.

tado

m
(i
[5)]

Los pozos son enjuagados y tr

Y i)

con un agente de bloqueo

tal comoc una proteina de leche o albumina para evitar la

adsorpcidén no especifica del analit Subsecuentemente los
pozo gon tratados con una muestra de prueba. Después de
enjuagar la muestra de prueba o estandar, los pozos son

3
O
QJ
f‘ [
=

tratados con un segur ticuerpo AXL gue es etiquetado, por
ejemplo por conjugacidén con biotina. Después de lavar en
exceso el anticuerpo secundario, se detecta la etiqueta, por
ejemplo con peroxidasa de rédbano conjugada a avidina (HRP por
sus siglas en inglés) y un substrato cromogénico adecuado. La
concentracidn del antigeno de AXL en las muestras de prueba es
determirada por comparacidn con una curva estandar

desarrcllada a partir de las muestras estandar.

=

Para IHC, los tejidos embebidos a parafina pueden
ser usados, en donde los tejidos son, por ejemplo primero
desparafinizados en =xileno y entonces deshidratados, por
ejemplo con etanol vy eniuvagados en agua destilada. Los
epitopos antigénicos enmascarados por
embebidos en parafina pueden ser expuestos por enmascarado de
epitopo, digestidn enzimdtica o saponina. Para enmascaramiento
de epitopo pueden ser calentadas las secciones de parafina en
un vaporizador, bafic de agua u horno de microondas por 20-40
minutos en una solucién. de recuperacidn de epitopo como por
ejemplo solucidén de HCL 2N (pH 1.0). En el caso de una
digestidén de enzimas, las secciones de tejido pueden ser
incubadas en 37°C por 10-30 minutos en diferentes soluciones

de enzimas tales como proteinasa K, tripsina, pronasa,



10

1

20

N
N

5

44

pepsina, etc.

Después de enjuagar la solucidn de recuperacidn de
epitopo © exceso de enzima, las secciones ‘de tejido son
tratadas con un amortiguador de Dbloqueo para evitar 1las
interacciones no especificas. El anticuerpo AXL primario es
agregado en concentraciones apropladas. El anticuerpo primario
en exceso es enjuagado y las secciones son  incubadas en
solucidén de bloqueo de peroxidasa por 10 minutos en
temperatura ambiente. Después de otra etapa de lavado, las

secciones de tejido son incubadas con un

anticuerpo etiguetado

secundario, por ejemplo eticquetado con un grupo que puede
servir comoc un anclaje para una enzima. Los ejemplos por 1o

tanto son anticuerpos

tigquetados con biotina que

son reconocidos por peroxidasa de  rabano acoplado a
estreptavidina. La deteccidén del complejo de anticuerpo/enzima

es lograda por incubar con un substr

arto cromogénicae

En una modalidad adicional la presente invencién se

relacicna a un método para bloquear

~

la funcién de AXL el cual

comprende poner en contacto el anticuerpo de la invencién con

células o tejido el cual se

superficie bajo condiciones, en

de bloquear la funcién AY

vitro o in vivo.

La invencidén también se relaciona a un

tratar una enfermedad

cardiovasculares, en particular

sospecha porta

donde

hiperproliferativa,

AXL en su

el anticuerpo es capaz

El poner en contacto puede ser in

enfermedades

arterosclerosis y trombosis,

enfermedades relacionadas a diabetes, en particular
hipertrofia gromerular o nefropatia diabética, el cual
comprende, administrar a un paciente en necesidad del mismo

una dosis adecuada del anticuerpo o

fragmento de anticuerpo o
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derivado del mismo de la presente invencidén. La enfermedad
hiperproliferativa es preferentemente seleccionada de

trastornos asociados con, acompafiados por o© provocados por

—

o

Apresidn, sobreexpresidn o hiperactividad de AXL, tal como

ancer, por ejemplo céncer de mama, cancer de colon, cancer de

@]

)

pulmdédn, cancer de rifdén, linfoma folicular, leucemia mieloide,
cédncer/melanoma de la piel, glioblastoma, cdncer de ovario,
cancer de prdstata, céncer pancredtico, céancer de esdfago y

esofagico de Barret, céncer del estdémago, céancer de vejiga,

=

cancer cervical, cancer de higado, céncer de tiroides, vy
cancer de cabeza y cuello, o enfermedades hiperplasticas vy

neoplasticas u otras enfermedades hiperproliferativas de

expresidén o sobreexpresidn de AXL.

De acuerdo a otra modalidad preferida de la
invencidén el céncer a ser tratado es un céncer resistente a
farmaco.

La invencidén ademds se relaciona a un método para
tratar una enfermedad en donde el anticuerpo de la
invencién es administrado a un mamifero y en donde la
enfermedad es correlacionada directa o indirectamente

con el nivel ancrmal de expresidén o actividad de AXL.

Finalmente, la invencidédn se relaciona a un
kit el cual comprende un anticuerpo anti-AXL,
preferentemente el anticuerpo,
o derivado del mismo de la invencidén, la molécula de
dcido nucleico la cual codifica los componentes y/o el
vector de la invencién.

Todas las modalidades que cubren los
compuestos descritos en la presente pueden ser usadas

como compuestos sencillos o en combinacién para la
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preparacidn de un medicamento.

Breve descripcidn de las figuras

Las Figuras 1A~1B son el andlisis de citometria de
flujo de la superficie celular AXL en fibroblastos Rati-Moc

Rati-AXL cl.2 Las células cl.2 Ratl-Mock policlonales y RATLl-
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(figura 1A) o anticuerpo primario MAB154 anti-AXL de ratdn
(figura 1B) en 3 pg/ml y anticuerpo secundario antiratdn

conjugado a PE. Ver el texto para detalles. La tincidn de las

células cl.2 Ratl-AXL resulta en un cambio por tres érdenes de
magnitud y Jdemuestra la sobreexpresién de AXL sobre la

superficie de estas células.
Las Figuras 2A-2B son el andlisis de citometria de
flujo de AXL de superficie celular en fibroblastos cl.7 de

NIH3T3-Mock
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NIH3T3-Mock y NIH3T3-
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7 NIH3T3-AXL clonales, generadas por infeccidn de

ibroblastos NIH3T3 con virus ecotrdfico pLXSN vy pLSN-AXL,

control de ratdn 72A1 (figura 2A) o anticuerpo primario MAB154
anti-AXI, de ratén (figura 2B) en 3 pg/ml y anticuerpo
secundaric anti-ratdén conjugado a PE. Ver tevto para detalles.
La tincidén de células NIH3T3-AXL cl.7 resulta en un cambio
por dos drdenes de magnitud y demuestra la sobreevpresidén AXL
sobre la superficie de estas células.

La Figura 3 muestra el andlisis de citometria de
flujo de reaétividad cruzada de anticuerpos antiAXL de rata
con AXL de ratdn y monc cinomolgus asi como también Mer y Sky

humano. Los fibroblastos HEK293T son transfectados



20

47

temporalmente con pPcDNA3, PCDNA3-hAXL, pcDNA3mAXL, pcDNA3-

cyAXL, pcDNA3-hMer, o) pcDNA3-hSky. Las células son
recolectadas y tefiidas con 10 ug/ml de 1D5 anticuerpo
primario anti-AXL, 11D5, 11B7, 10D12, 6E7, 2B1, 11D7, 12B7 y/o

W
5
r

uerpo secundario antl rata de burro conjugado a PE, o
anticuerpo secundaric antiratén de burro conjugado a PE

solameinte para controcl. Ver el tezxto

e}

ara detalles. Excepto
12B7 el cual muestra reactividad cruzada moderada con AXL de
ratén asi .como también Mer vy SKy humano, ninguno de Jlos
anticuerpos anti-AXL reacciona con cruce con estas moléculas.
En contraste, todos los anticuerpo anti-AXL probados
reaccionan en forma cruzada con AXL de mono cynomolgus.

Las Figuras 4A-4B muestran los experimentos para
investigar los efectos de anticuerpos anti-AXL de rata en
fosforilacidn del receptor AXL. Los fibroblastos NIH3T3-AXL
cl.7 (figura 4A) y células de céncer de pulmén NCI-H292
(figura 4B) son cosechadas, preincubadas con 10 pg/ml de
anticuerpo de control de ratén 7T2A1 asi como también los
anticuerpos anti-AXL de rata 2Al1, 11D7, 11D5, 11B7, 6E7 o
10D12, tratados con o sin 400 ng/ml de mGas6, y lisados. Los

Kd
4

lisados son transferidos & anticuerpo anti-fosfotirosina

)]

recubiertos con 4Gl0 en placas de 96 pozos Maxi-Sorp, las
cuales son entonces lavadas e incubadas con 0.5 pg/ml de
anticuerpo ‘12B7 anti-AXL de rata bicestafada 1287,
estreptavidina conjugada a AP y solucidén de substrato AttoPhos
con el fin de recolectar las intensidades de fluorescencia.
Ver el texto para detalles. Los anticuerpos anti-AXL de rata
11B7, 11D5, 6E7 y 10D12 son capaces de bloquear o ;educir la
activacion de AXL mediada por ligando como se indica por

fosforilacién disminuida, vy son de esta forma considerado
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anticuerpos anti~AXL antagonistas. En contraste, los

anticuerpos anti-AXL de rata 2A1 y 11D7 estimulan la

activacidédn de AXL basal como se indica por fosforilacidn
incrementada, no reducen significativamente la activacidn de
AXL mediada por ligando vy son por lo tante considerados

anticuerpos anti-AXL agonistas.

La Figura 5 muestra los experimentos de ELISA para
investigar los efectos de anticuerpos anti-AXL de rata en
fosforilacidn de MAP-quinasa pd42/pdd. las células de céncer
del cuello del uGtero CaSki son cosechadas, preincubadas con 10
pg/ml del anticuerpo de control isotipico 1D5 asi como también
los anticuerpos anti-AXL dJde rata 11D5, 11B7 & 2Al, tratados
con o sin 400 ng/ml mGAs6, y fijos con formaldehido. Las

células son lavadas, detenidas e incubadas con anticuerpo

primario  MAP  guinasa anti-fosfo-pdd/pd?2 (Thr202/Tyr204),
anticuerpo secundario anti conejo conjugado a HRP y solucién
de tetremetilbencidina con el fin de medir las intensidades de

absorbarcia. Ver el texto para detalles. Los anticuerpos anti-
AXL de rata 11B7 y 11D5 son capaces de reducir la activacién
de MAP-guinasa pd42/p4d mediada por ligandos como se indica por
la fosforilacién disminuida, y son de esta forma considerados
anticuerpos anti-AXL antagonistas. En contraste, el anticuerpo

2Al anti-AXL de rata estimula la activacién de MAP-quinasa

pd2/pd4 basal como se indica por la fosforilacidn
incrementada, ni reduce la activacidén de MAP-quinasa pd2/pdd

mediada por ligando, vy es por lo tanto considerada un

r

anticuerpo anti-AXL agonista.
Las Figuras 6A-0B muestran experimentos de ELISA
para investigar los efectos de anticuerpos anti-AXL de rata en

fosforilacién Akt-quinasa. Los fibroblastos NIH3T3-AXL c¢l.7



10

15

20

49

(figura ©6A) y las células cancerigenas de pulmndén CalLu-1
(figura 6B) son cosechados, preincubados con 10 pg/ml  del
anticuerpo 1D5 de control isotipico asi como también los

anticuerpos anti-AXL de rata 11D5, 11B7, & 2Al1, tratados con o

I~

sin 400 ng/ml de mGas6, y se fijaﬁ con formaldehido. Las
células son lavadas, detenidas e 1incubadas con anticuerpo
primarioc anti-fosfo-Akt (Serd73), anticuerpo secundario anti-
conejo conjugado a HRP y soluciédn de tetrametilbencidina con
el fin de medir las intensidades de abscrbancia. Ver el texto

para detalles. Los anticuerpos anti-AXL de rata 11B7 y 11D5

1—

son capaces de bloguear o reducir la activacidédn de Akt-quinasa

Loy

mediada por ligando como se indica por fosforilacién

D
n
port
2]
I
O

disminuida, y son de rma considerados anticuerpos anti-

AXL antagonistas. En contraste, el anticuerpo anti-AXL de rata

¥

2A1 estimula la activacién de Akt-quinasa basal como se indica

por la Zfosforilacidén incrementada, ni reduce la activacidén de

O
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Akt-quirasa mediada por ligando y es por lo tanto
un anticuerpeo anti-AXL agonista.

La Figura 7 muestra los experimentos de ELISA para

comparar los efectos de anticuerpos anti-AXL de rata vy
quiméricos en fosforilacidén Akt-quinasa. Se cosechan los

fibroblastos NIH3T3-AXL cl.7, preincubados con 50 ng/ml, 100
ng/ml, 200 ng/ml, 500 ng/ml y 1 pg/ml de anticuerpo anti-AXL
de rata 11B7 o anticuerpo chllB7 anti-AXL guimérico, asi como
también 50 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 500 ng/ml, 1 pg/ml, 5
pg/ml y 10 pg/ml de anticuerpo 11D5 anti-AXL de rata o
anticuerpo chllD5 anti-AXL g
ng/ml mGas6, y se fija con formaldehido. Las células son
lavadas, detenidas e incubadas con anticuerpo primario anti

fosfo-Akt (Serd73), anticuerpo secundario anti-conejo



Lh

10

15

20

25

50

conjugado a HRP y solucidén de tetrametilbencidina con el

t

de medir las. intensidades de absorbancia. Ver los textos para
detalles. El anticuerpo 11B7 anti-AXL de rata y anticuerpo
anti~AXL quimérico chllB7 asi como anticuerpo 11D5 anti~AXL de
rata ¢ anticuerpo anti-AXL quimérico chllD5 son capaces de
inhibir la activacién de Akt-quinasa mediada por ligando a un
grado similar como se indica por la fosforilacidn disminuida.
De esta forma, como se compara con Sus contrapartes de rata

respectivos, los anticuerpos chll1B7 y ¢hllD5 anti-AXL
guimérico mantienen la actividad.

La Figura 8 muestra 1los experimentos de ELISA de
competicidén para investigar las propiedades de enlace de
anticuerpos anti-AXL de rata. Las placas Maxi-Sorp de 96 pozos
son recubiertas con 1 ug/ml de AXL-ECD humanc y se preincuban
con 10 pg/ml de anticuerpo 1D5 de control isotipico no
bicestafiado & anticuerpos 11B7 anti-AXL de rata, 11D5, 6E7,
10D12, 11D7 6 2Al. Después de la incubacién con 0.5 pug/ml de
anticuerpo 1DS5 de control isotipico biocestafiado o anticuerpos
11B7 anti-AXL de rata bioestafiados, 11D5, 6E7, 10012, 11D7, 6

z

2R1 y adicidn de solucidén de subs de Si

ll
L
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("‘0

rep

Q
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AttoPhos conjugado a AP, se recolecta la flu

e}
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rescencia para
medir los anticuerpos biocestafados enlazados. Ver el texto

para detalles. El anticuerpo de control 1D5 no enlaza a AXL-

s

ECD. Los anticuerpos anti-AXL antagonistas 11B7, 11D5, 6E7 vy
10D12 compiten entre si para los mismos epitopos o adyacentes
estructuralmente. Los anticuerpos agonistas 11D7 y 2Al
reconocen diferentes epitopos y no compiten con los
anticuerpos antagonistas para enlace al AXL-ECD.

La Figﬁra 9 muestra el ensayo de curacién de

herida/rasgufic para investigar los efectos de anticuerpos
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anti-AXL de rata y quiméricos en la migracidén y proliferacidén
celular. Después del crecimiento para confluencia, las células
de <cancer de pulmédn NCI-H292 son cosechadas vy se hacen
pequefios agujeros con la punta de una pipeta. En la presencia
de 10 pg/ml del anticuerpo 1D5 de control isotipico, 1los
anticuerpos anti-AXL de rata antagonistas 11D5, 1187, 6E7 6
10D12, los anticuerpos chnllD5 IgG2 y chnllB7 IgG2 anti-AXL
quimericos, los anticuerpos 2A1 y 11D7 anti-AXL de rata
agonistes, asil como también 10 pg/ml de Erbitux o 5 puM de
Sutent, se permite que las células repoblen el espacio hecho
anteriormente. Después de 24 horas, las células son fijadas Y
tefiidas, y se toman fotos del orificio hecho con la pipeta.
Ver el texto para detalles. Comparados con el anticuerpo 1D5
de control isotipico, los anticuerpos 11D5, 11B7, 6E7 y 10D12

anti-AXL de rac antagonistas, asi COIMo también los

ol

anticuverpos anti-AXL quiméricos chnllD5 IgG2 y chnllB7 IgG2
reducen la repcblacién del espacio, miéntras que los
anticuerpos 2A1 y 11D7 anti-AXL de rata agonistas llevan al
cierre completo del espacio.

La Figura 10 muestra el ensayo de camara
Boyden/transpozo para investigar los efectos de los
anticuerpos anti-AXL de rata en migracién celular dirigida.
Los fibroblastos NIH3T3-AXL cl.7 cosechados en suero son pre-
incubadcs con 10 pg/ml de los anticuerpos anti-AXL de rata
4A6, 11B7 6 2A1l, colocados en placas en la parte superior de

insertos de FluoreBlock recubiertos con coldgeno I

L<

expuestcs a medio libre de suero con o sin Gasé en el
compartimiento inferior. Después de 7 horas, se tifien las
células transmigradas con calcein-AM \% se mide la

fluorescencia de cada pozo. Ver texto para conocer detalles.
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El anticuerpo anti-AXL antagonista 11B7 reduce la migracidn
inducida por Gasé y basal de fibroblastos NIH3T3-AXL, mientras
el anticuerpo 2A1 anti-AXL de rata agonista incrementa la
migracidén inducida por ligando, y en particula basal de las

ecta la migracidn

: e o ™ -
La Figura 11 muestra el ensayo de AlamarBlue para

proliferacién celular inducida por Gasé Los fibroblastos
NIH3T3-AXL cl.7 cosechados en sueroc son preincubados con 20

Lg/ml del anticuerpo 72A1 de control de ratdn, los an
11D5 y 11B7 anti-AXL antagonistas de rata, asi como también el
anticuerpo 2A1 anti-AXL agonista, y se hace crecer en la
ausencia o presencia de 400 ng/ml de Gas6. Después de 4 dias,

se agrega AlamarBlue ™ a las células y se mide la ahsorbancia.

AXL antagonistas inhiben la proliferacidn inducida por Gasé de

fibroblastos NIH3T3-AXL cl.7, mientras que el anticuerpo anti-

i

AXL de rata agonista incrementa la proliferacidén inducida por
ligando y, en particular basal de las células NIH3T3-AXL cl.7.

La Figura 12 muestra el ensayo de caspase-3/7 para
investigar los efectos de anticuerpos anti-AXL de rata en
anti-apoptosis mediada por Gas6. Los fibroblastos NIH3T3-AXL
cl.7 cosechados con suero son preincubados con 10 ug/ml del
anticuerpo 1D5 de control isotipico, los anticuerpos 11B7 y
11D5 anti-AXL de rata antagonista o los anticuerpos 11D7 y 2A1
anti-AXI, de rata agonistas y tratados con o sin Gasé. Se
agrega una solucidén de substrato Apo-ONE y se recolecta la

fluorescencia para‘medir la actividad de caspase-3/7. Ver el

texto para detalles. Comparado con el anticuerpo de control
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isotipico, 1los anticuerpos 11B7 vy 11DS5 anti-AXL de rata
antagonistas reduce la anti-apoptosis mediada por Gas6é de
fibroblastos de NIH3T3-AXL cl.7 cosechada por suero vy de esta

forma induce la apoptosis. En contraste, los anticuerpos 231 vy

l_l.

11D7 anti-AXL de rata agonistas inducen la anti-apoptosis de
células NIH3T3-AXL cl.7 cosechadas por suero
independientemente de la ausencia o presencia de Gas6, y por
lo tanto inhibe la apoptosis.

Las Figuras 13A(a)-13B(h) muestran el ensayo de
angiogénesis celular a base de esferoides para investigar los
efectos de los anticuerpos anti-AXL de rata en brotes
celulares endoteliales inducidos por VEGF-A. Los esferoid
HUVEC scn embebidos en un gel de colégenc 3D, estimulado con
25 ng/ml de VEGF-A y se tratan con concentraciones indicadas

- A

de los anticuerpos anti-AX1l antagonistas 11B7 (figura 13A(a)-

SEM de la longitud de brote acunulado de 10 esfercides
seleccionados aleatoriamente por punto de datos se analiza

inhibicidén relativa
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curvas ICsp y el <cédlculo de valores 1ICsy se realiza con
GraphPad Prism 4.03. Ver el texto para detalleé. Los
anticuerpos anti-AXL de rata antagonistas 11B7 y 11D5 inhiben
el brote HUVEC estimulade por VEGF-A en el ensayo de

angiogénesis a base de esferoides en una forma dependien

=
Q

efectiva (figura 13A(a)-13A(b)). Se inhibe el brote HUVEC con

valores ICsp de 9.8 x 10° M y 7.0 x 1077 M por 11B7 y 11DS,
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La Figura 14 muestra el modelo xenoinjerto
ortotdpico para investigar los efectos de anticuerpos anti-AXL
de rata en ‘crecimiento de carcinoma de préstata humano en

ratones desnudos. Las células de carcincma de préstata PC-3-LN
son implantédas ortotdpicamente en la prdostata de ratones
NMRI™™"  Los animales son agrupados al azar en 4 grupos vy
reciben 25 mg/kg del anticuerpo 1D5 de control isotipico o el
anticuerpo 11B7 anti-AXL de rata antagonista, asi como también
40 mg/kg de Sutent ¢ 12.5 mng/kg de Taxotere. Durante el

pericdo de tratamiento, el crecimiento de tumores PC-3-LN que

crecen ortotépicamenie asi como también la metdstasis
periiérica es monitoreada una vez semanalmente por medio de

captar la imagen de bioluminiscencia in vivo en el dia 15, dia

(=N

23, dia 29 y dia 34. Ver texto para detalles. Comparados con
el anticuerpc 1D5 de control isotipico, el anticuerpo 11B7

anti-A¥L de rai

(i

a antagonista reduce el crecimiento total de
tumores de prodstata PC-3-LN en ratones desnudos.
La Figura 15 muestra el modelo de xenoinjerto

ortotépico para investigar los efectos de anticuerpos anti-AXL

n

de rata en metdstasis de carcinoma de préstata humano en
ratones desnudos. Las células de carcinoma de prdstata PC-3-LN
se implantan ortotdpicamente en los ratones NMRI™™U 105
animales son agrupados al azar en 4 grupos y reciben 25 mg/kg
del anticuerpo 1D5 de control isotipico o el anticuerpo 11B7
anti-AXL de rata antagonista, asi como también 40 mg/kg de
Sutent 6 12.5 mg/kg de Taxotere. Después de la necropsia, son
recolectados y analizados érganos seleccionados (higado, bhazo,
pulmén, fémur y una parte de la espina lumbar) para la

presencia de metastasis por medio de la imagen de



10

15

20

25

55

bioluminiscencia. Ver el texto para detalles. Comparado con el

anticuerpo 1D5 de control isotipico, el anticuerpo 11B7 anti-

AXL de rata antagonista de la invencién reduce la ocurrencia
de metastasis de bazo. De particular interés, el efecto anti-
metastasico de 11B7 en este experimento es mds fuerte que

aquel de Sutent.

Las Figuras 16A~-16B muestran el anadlisis
inmunohistoquimico de expresidn de AXL en diferentes
malignidades humanas. 17 tipos de tumor sélido humano, cada
uno representado por pares de tejido de tumor y acoplamiento
de tejido no maligno, se analizan con respecto a la expresidn
AXL por inmunohistoguimica. Ver el texto para detalles. Se

resumen los resultados como (figura 16A), donde una intensidad

inspecciconadas. Ejemplos de tincién més intensa como se
observa en tumores malignos y un carcinoma de célula de anillo

de sello del estdmago son exhibidos (figura 16B).

Las Figuras 17A-17B muestran los experimentos de
ELISA para conparar los efectos de anticuerpos anti-AXL
quiméricos y de ata en Lfosforilacidén Axl. Las células de

céncer del cuello del utero CaSki son cosechadas, preincubadas
con 50 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 750 wng/l, 1 pg/ml, y 10
pg/ml de anticuerpo anti-Axl de rata 11B7 (figura 17A) o
anticuerpo chllB7 anti-Ax]l quimérico (figu:
o sin 400 ng/ml de mGas6, y sometidos a lisis. Los lisados son
transferidos a placas de 96 pozos Maxi-Sorp recubiertos con
anticuerpo 4G10 anti-fos
las placas y se incuban con 0.5 pg/ml de antiéuerpo 12B7 anti-
Ax]l de rata bioestafiado, estreptavidina conjugade a AP, vy

solucidén de substrato AttoPh con el
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intensidades de fluocrescencia. Ver texto para detalles. Como

rata (figura 17RA) y el anticuerpo anti-Axl chllB7 guimérico
(figura 17B) de la invencidn son capaces de bloquear la
activacidn inducida por ligando de la tirosina guinasa Axl del
receptor a un grado similar.

Las Figuras 18A-18B muestran los experimentos de

ELISA para comparar los efectos de anticuerpos anti-Axl
quiméricos y de rata en fosforilacién Axl. Las células de

cancer del cuello del Utero CaSki son cosechadas, preincubadas
con 50 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 750 ng/ml, 1 pg/ml y 10
pg/ml  de anticuerpo anti-Axl de rata 11B7 (figura 18A) o
anticuerpo anti-Axl quimérico c¢chllB7 (figura 18B), tratados
con o sin 400 ng/ml de mGas6, y se fijan con formaldehido. La
células son lavadas, detenidas e incubadas con anticuerpo
primario MAP  quinasa (Thr202/Tyr204) anti-fosfo-pdd/pd2,
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a HRP vy soluéién
de tetrametilbencidina con el fin de medir las intensidades de
absorbancia. Ver el texto para detalles. El anticuerpo anti-
Axl de rata (figura 18A) y el anticuerpo anti-Axl guimérico
chl1lB7 (figura 18B) de la invencién son.capaces de bloquear la
activacion inducida por Gas6 de MAP-quinasa p42/pd4d en células
cancerigenas.cervicales CaSki a grado similar como se indica
por la disminucidén dependiente a concentracién de la
fosforilacidén de MAP-quinasa pd42/pdd relativa.
La Figura 19 muestra la tincién TUNEL para
investigar el efecto combinatorial de anticuerpos anti-AXL de

rata y agentes guimioterapéuticos para vencer la resistencia a
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farmaco en células de céncer ovéricas humanas. Las células
cancerigenas ovaricas NCI/ADR-RES humanas son pre-incubadas
con 10 pg/ml de anticuerpo de control o el anticuerpo 11B7
anti-Axl antagonista y se co-incuban con doxorubicina en
concentraciones finales de 100 pM, 150 uM, & 200 uM. Aplicando
un kit comércialmente disponible, la tincidén de TUNEL se
realiza con el fin de visualizar y determinar la apoptosis.
Ver el texto para detalles. No hay tincién TUNEL, y por lo no
apoptosis, 'se observa con células ovaricas cancerigenas
NC1/ADR-RES que son tratadas con 100 pM de doxorubicina,
independientemente de si las células han sido co-incubadas con
anticuerpo de control o el anticuerpo 117 anti-Ax1
antagonista (lineasuperior). Sin embargo, en una concentracidn
de 150 pM de doxorubicina, solamente apoptosis de muchas
semanas pueden ser detectadas en células co-tratadas con
anticuecrpo de control, mientras gue la coincubacidén con el
anticuerps 11B7 anti-Axl antagonista resulta en una induccidn

substancial de apoptosis (lineamedia). También en la presencia

Q

[DH
0]

de 200 uM de doxorubicina, la co-incubacidn células con

11B7 lncrementa significativamente las velocidades de

(0]

apoptosis como se compara con células gue son incubadas con el

s

anticuecrpo IgG de control (lineainferior), indicando que el
co-tratamiento de incluso mialtiples células tumorales

ntes a farmacos con ambos agentes

¢ll

resist
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juirmioterapéuticos y
anticuerpos anti-Axl antagonisitas de la invencidn pueden ser
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adecuados para vencer la

Las Figuras 20A-20B muestran el ensayo de agar suave
para investigar el efecto combinatorial de anticuerpos anti-
AXL de rata y agentes quimloterapéuticos en crecimiento

independiente a anclaje de células de melanoma humano. Las
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células de melanoma C-Bl61 humano permanecen va sSea no
tratada ¢ son incubadas con el anticuerpo 11B7 anti-AXL
antagonista de rata en una concentracidédn final de 2.5 pg/ml

Combinado con la cisplatina en las concentraciones indicadas,
se permite gue las células embebidas en agar crezcan en la
parte superior de una capa de agar de linea inferior 0.7% por

5 dias. Se tifen con MTT, el é&rea de colonias es entonces

medido. Ver el texto para detalles. Los numeros absolutos que

l—n

reflejan el &rea total de colonias (figura 202) vy la
inhibicidén de crecimiento relativa (figura 20B) calculado en
la base de estos datos son mostrados. Como se compara con
células de control no tratadas, la incubacidén con cisplatina
lleva al retardo de crecimiento de nlonias en una forma
dependiente é dosis. En linea con el efecto inhibitorio de
11B7 solo en el intervalo de 30%, la combinacidén con el
anticuerpo 11B7 anti-Axl antagonista resulta en un
inhibitecrio potenciado significativamente de cisplatina en
agar suave crecido de células de melanoma C-8161,
particularmente en concentraciones menores de cisplatina.

Descripeién detallada de la invencidn

Ademas, la presente invenciédn debe ser explicada por
los siguientes ejemplos y las figuras acompafiantes.

EjemElos

Comentarios Generales

Los siguientes ejemplos, los cuales incluyen los
experimentos realizados y resultados logrados, son
proporcionados para propdsitos ilustrativos solamente y no son

construidos como limitantes ante la presente invencién.

Ejemplo 1. Gensracidn de fikrcklastos de Fatl de

sobreexpresiin de AXL comec inmunogén v fikreoklastss NIHATE da
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gchresexpresidin de AX¥L como sistema de medsle experimental

La secuvencia de codificacidén de longitud completa
para la variante 1 de transcripcidén de AXL de tirosina quinasa
del receptor humano de acuerdo al National Center para
Biotechnology Information (NCBI por sus siglas en inglés)
secuencia de referencia (NM_021913) es subclonada en pLXSN por
medio de elementos de reconocimiento de flangueo para las

endonucleasas de restriccidédn EcoRI y BamHI, por lo mismo

l_l

resultando en el vector de expresidn retroviral pLASN-hAXL.
Para la generacidn de anticuerpos gue enlazan
especificamente al receptor AXL de tirosina gquinasa humano,
los fibroblastos Ratl que sobre expresan establemente el AXL
humano son generados por transferencia de gen retroviral. En
resumen, se cultivan 3x10° células PjoehiX*E en cajas petri de
cultivo de 60 mm y se trans
0 pLXSN-hAXL usando el método de fosfato de calcio. Después de

24 horas, se reemplaza el medio por medio fresco en el cual se

|t

incuban las cél Phoenix-E por 4 horas. Los sobrenadantes

ﬂ)\

de las lulas Phoenix-E que liberan el virus ecotrdéfico
PLXSN o pLXSN-hAXL se cosechan y usan para la incubacidén de
células Ratl subconfluentes (2x10° células por caja petri de 6
cm) por 3 horas en la presencia de Polibreno (4 ng/ml;
Aldrich). Simulténeamente, se re-incuban las células Phoenix-E
con medio fresco, el cual después de otras 3 horas se usa para
una segunda infeccidn de los fibroblastos Ratl en la presencia
de Polikreno (4 mg/ml; Aldrich). Similarmente, un tercer ciclo
de infeccidn se realiza. Después de cambiar el medio, se
inicia la seleccidn de células Ratl con G418. Usualmente, los

clones estables son tomados después de una seleccidén por 21

dias.
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Se propaga un panel de clones estables y se

cuantifican para expresidén de AXL humano localizadoe en
brana por andlisi n det 1x10° célul
membrana por andlisis FACS. En detall 1x10° células son

cosechadas con 10 mM de EDTA en PBS, se lava una vez con
amortiguador FACS (PBS, 3% de FCS, 0.4% de azida) y se siembra
en una placa de linea inferior redondo de 96 pozos. Las

células son giradas por 3 minutos en 1,000 rpm para remover el

LO

i

sobrenadante y se resuspenden con anticuerpo MABLS54 primario
anti-AXL, de ratdn (R&D Systems, 3 pg/ml). Las suspensiones

dos

D
~
Y
n
[0
!,_:
7]
<!
jal]
o]

celulares son incubadas en hielo por 1 h

veces con amortiguador FACS y se wvuelven a suspender en 100

1/pozo de anticuerpo secundario anti ratédn de burro conjugado
a PE (Jackson) diluido 1:50 en amortiguador FACS. Las
suspensiones celulares son incubadas en hielo vy en la

oscuridad por 30 minutos, dos veces con amortiguador FACS vy se
analiza wusando citdmetro de flujo XL-MCL Epiés (Beckman
Coulter).

Las Figuras 1A-1B muestran el andlisis FACS de la
poblacidén Ratl-Mock policlonal infectada tablemente con el
vector vacio pLXSN y establemente infectado con Ratl-AXL cl.?2
con PpLXSN-hAXL vy demuestra la sobreexpresidén de AXL en la
superficie celular de este clon representativo.

Adicionalmente, con el fin de generar un sistema
modelo celular adecuadoc para propdsitos experimentales, los
fibroblastos de NIH3T3 gue expresan establemente AXL son
generados en analogia a procedimientos descritos para Ratl. En
resumen 3x10° células Phoenix-E son sembradas en cajas petri
de cultivo de 60 mm y transfectadas con 2 ug/ml del vector
PLXSN o ADNc de pLXSN-AXL usando el método de fosfato de

calcio. Después de 24 horas, se reemplaza el medioc por medio
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fresco en el cual se incuban las células Phoenix-E por 4
horas. Los sobrenadantes de células Phoenix~-E que liberan el
virus ecotréfico pLXSN o pLXSN-hAXL son cosechados y usados

lula (2x10°

(D\
UJ
Z
=
s
(_/.)
(JJ
w
[
&
(9]
9]
5
~h
(.—J
[
@
i
cr
[
n

para la incubacidén de
células por caja petri de 6 cm) por 3 horas en la presencia de
Polibreno (4 ﬁg/ml; Aldrich). Simultdneamente, las células
Phoenix-E son re-incubadas con medio fresco, el cual después
de otras 3 horas se usan para una segunda infeccidén de los
fibroblestos NIH3T3 en la presencia de Polibreno (4 mng/ml;
Aldrich). Similarmente, un tercer ciclo dé infeccidén es

realizacdo. Después de cambiar el medio, se inicia la seleccidn

(D

de células NIH3T3 con G418. Usualmente, los clones estables
son tomados después de la seleccidn por 21 dias.

Se propaga un panel de clones estables y se

cuantifica para expresidn de AXL localizada por membrana por

dlisis FACS. En defalle 1x10° células son cosechadas con 10

mM de EDTA en PBS, se lava una vez con amortiguador de FACS

(PBS, 3% de FCS, 0.4% de azida) y se siembra en una placa de
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redondo de 96 pozos. Las células son agitadas

por 3 minutos en 1000 rpm para remover el sobrenadante y son

resuspendidas con anticuerpo MAB154 primario anti-AXL de ratdn
(R&D Systems, 3 pg/ml) . Las suspensiones celulares son
incubadas en hielo por 1 hora, se lavan dos veces con

amortiguador FACS y se vuelven a suspender en 100 pl/pozo de

anticuerpo secundario antiratdén de burro conjugado a PE
(Jackson) diluido 1:50 en amortiguador de FACS. Las
suspensiones celulares son incubadas en hielo y en 1la
oscuridad por 30 minutos, se lava dos veces con amortiguado

FACS y ce analiza usando un citémetro de flujo Epics XL-MCL

(Beckman Coulter).
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Las Figuras 2A-2B muestran el andlisis FACS de la

polacidn NIH3T3-Mock policlonal infectada establemente con el
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vector vacio pLXSN e infectado establern
con pLASN-hAXL vy demuestra la sobreexpresién AXL en la
superficie celular de este clon representativo.

Ejemplo 2. Generazién de anticuerpos monoclonalss anti-AAL de

rata

Los anticuerpos anti-AXL de rata monoclonales son

incremertados por inyeccién de aproximadamente 10x10° células

'

congeiadas de Ratl-AXL cl.2 tanto 1.p y subcuténeamente en
ratas Lou/C o Long Evans. Después de un intervalo de 8
semanas, se da un refuerzo final i.p. y subcuténeamente 3 dias
antes de la infusidn. La fusién de la linea celular de mieloma
P3X63-Ag8.653 con las células de bazo inmundlogicas de rata se
realiza de acuerdo a procedimientos esténdar vy produce 105
hibridomas. Después de 2 semanas, se recolectan los primeros
sobrenadantés.de hibridomas y se pruebas en un tamiz de FACS
primaric para enlace a los fibroblastos NIH3T3-AXL cl.7
contra ceélulas de control NIH3T3-Mock. Los clones positivos
para enlace a AXL son ademds cultivados. A partir de 50 ml de
sobrenadante de estos clones, los anticuerpos son purificados
Yy se reanalizan para enlace especifico a AXL en fibroblastos
NIH3T3-AXL cl.7 contra células de control NIH3T3 Mock. Los
anticuerpos purificados los cuales enlazan especificamente a
fibroblastos NIH3T3-AXL c¢l.7 perc no células de control
NIH3T3-Mock 501N adicionalmente probados en ELISA de
fosforilacién Akt-quinasa y se realiza ELISA para determinar
el isotipo. Para purificacién de anticuerpos de rata, los
sobrenadantes son agitados por 20 minutos en 5,000 g y se

filtran subsecuentemente para esterilizacién, 500 unl de



10

15

20

25

63

proteina G sepharose FF se agrega y se incuban en 4°C por al
menos 1 hora en una rueda de agitacidén. Se agita para separar
la sepharose, se descarga el sobrenadante v se lava la matriz
de proteina G dos veces con PBS antes a la elucidén de proteina
utilizando un amortiguador d: citrato (100 mM) pH 2.1. Las
fracciones de elucidén son reamortiguadas inmediatamente a pH
neutral por agregar Tris 1M pF 8.0 y se dializa contra PBS.

De los anticuerpos oligoclonales probados, 91
enlazan especificamente a fibroblastos NIH3T3-2AXL cl.7 pero
no células de control NIH3T3-Mock, 9 inhiben fosforilacidén de
Akt inducida por Gas6 en las mismas células, mientras que 71
estimulan la fosforilacidén de  Akt. Cﬁatro anticuerpos
antagonistas (I11B7, I10D12, I6E7 y III11D5, en los siguientes
ejemplos se refieren a 11B7, 10D12, oE7 v 11D5,
respectivamente), dos anticuerpos agonistas (I11D7 y III2AL;
en los siguientes ejemplos referidos como 11D7 y 2Al) y un
anticuerpo de control (III1D5; en los siguientes ejemplos

referidos como 1D5) son crioconservadeos y subclonados.

No. Clon Subclase Cambio de FACS Cambio de
NIH3T3~-pLXSN FACS NIH3T3-
Control hAXLC18
1 I 1bll 2a 0,8 53,8
2 I 1C8 lgM/2a 0,9 55,0
3 I 2F3 2a 0,8 52,4
4 I 6E7 2a 1,8 62,3
5 I 7E6 2a 0,8 - 47,1
6 I 7G1 Gl : 0,7 32,0
7 I 7G11 Gl 3, 5 8,8
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8 I B8ES Gl 1 33,0
9 I 9H3 Gl 0,5 40,4
10 I 10A10 LgM/2a 0,5 32,6
11 I 10D9 2a 0,7 47,4
12 I 10D12 Gl 0,5 37,5
13 I 11B7 LgM/1/2c 0,6 36,2
14 I 11D7 LgM/2a 0,7 9,6
15 I 12B7 2a/2c 0,8 43,6
16 II 2B8 LgM/G1 0,6 2,5
17 II 2D4 2a 0,8 46,5
18 II 6A5 Gl 0,6 13,1
19 II 8A8 2a 0,6 34,6
20 III 1A1l0 2a 1,4 54,5
21 IIT 1Bl 2a 7,5 24,6
22 IIT 1B3 LgM/2a 1,1 53,3
23 IIT 1B6 2b 1,1 15,3
24 III 1B11 2b 1,1 11,1
25 IIT 1C3 2b 1,0 24,2
26 III 1C10 - 1,1 22,1
27 IIT 1D2 LgM/2b 3,0 26,6
28 III 11D5 2a 1,5 8,9
29 IITI 1D7 2b 1,0 17,3
30 IIT 1D11 - 1,1 10,9
31 III 1D12 2b 1,0 7,7
32 III 1E7 - 1,1 81,4
33 IIT 1E1l Gl/2a 1,2 44,0
34 IIT 1F2 Gl 1,2 42,2
35 IIT 1F3 2b 1,1 9,0
36 IIT 1G2 - 1,0 30,5
37 III IGY 2a 1,3 89,2
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38 111 1611 - 1,1 54,7
39 TII 1612 - 1,1 59, 4
40 I1T 1H4 LgM/2b 1,0 20,0
41 III 1H8 2a/2b 1,0 10,1
42 ITI 1H9 2b 0,9 13,6
43 IIT 231 2a 1,0 36,0
44 III 2A2 2b 1,0 10,5
45 TIT 2n4 2b 1,2 11,8
46 IIT 2B1 2b 0,9 16,0
47 11T 2B6 2a/2b 1,0 39,7
48 IIT 288 2a 1,0 53,3
49 III 2B10 2b 1,1 10,6
50 III 2C12 2a/2b 1,0 11,2
51 IIT 201 2a/2b 1,0 42,0
52 III 2D3 2b 0,9 17,8
53 IIT 208 2a 1,4 109,7
54 III 2012 2b 1,8 16,0
55 III 2E11 2b 1,0 14,8
56 III 264 - 1,0 8,5
57 ITT 2H7 . 1,0 91,2
58 TIT 3a1 2a 1,5 82,5
59 IIT 382 2b 1,0 7,4
60 ITT 323 LgM/G1 2,0 49,6
61 111 3B2 - 1,0 11,3
62 IIT 3B3 2b 0,8 12,4
63 ITI 3B4 LgM 1,2 98,0
64 IIT EBS LgM/2b 1,6 74,0
65 IIT 3B7 2b 1,8 13,4
66 TII 3B10 2a 1,1 70,6
67 ITIT 3C3 - 1,3 45,7
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68 I1I 3C4 - 1,4 15,2
69 III 3C10 2a 15,2 83,3
70 III 3C12 2b 1,2 41,8
71 III 3D2 2b 0,9 11,8
72 III 3D3 2a 1,0 54,4
73 11T 3E1 - 1,2 49,7
74 III 3E3 2a/2b 1,3 16,0
75 III 3E5 2a 1,1 56,4
76 III 3F1 2b 1,0 9,8
77 III 3Gl 2a 1,2 57,8
78 IIT 3G3 2a 1,1 45,7
79 III 3G6 2a 1,1 55,9
80 III 3H4 2b 1,0 43,3
81 III 3HS 2b 1,0 11,8
82 III 4R4 LgM 1,3 8,5
83 III 4A5 2a 1,9 32,8
84 III 4a6 2a 2,5 10,4
85 III ABL 2b 1,9 10,2
86 IIT 4B5S 2b 1,6 6,4
87 III AB6 2a 1,9 56,8
88 III AB9 LgM/2b/2c 1,7 16,6
89 III AB11 2a 1,2 58, 1
90 II‘I AC2 - 1,6 7,4
91 III 4C8 2a 12,8 21,3
92 IIT AD1 - 1,6 7,9
93 III AD9 - 1,1 31,2
94 III AD1O 2a 3,8 7,5
95 ITI AELlLl 2b 1,5 7,6
96 III AF6 - 1,2 5,5
97 III AFS 2a 1,2 51,3
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98 ITI AFL1 LgM 1,2 12,9
99 ITT 4F12 _ 2a 1,1 52,6
100 III AG2 2a 1,0 52,4
101 IIT AGLl LgM/2b 1,1 : 8,9
102 IIT 4H4 2b 3,1 61,3
103 IIT 4H5 2a 2,7 20,0
104 IIT 4H10 LgM/2a 1,3 49,2
105 IIT 4H11 LgM 3,3 124,0

Ejemplo 3: Anticuerpos anti-AXL d2 rata de l2 invencién no

reaccionan cruzade con AYL de ratdén u otros mismbros Jde la

familia AYL humana, Mer v Sky

Este ejemplo maneja la reactividad cruzada de
anticuerpos anti-AXL de rata de la invencién con AXL de mono
cynomelgus y de ratdn asi como también con los otros miembros
de la familia AXL humano, Mer humano y Sky humano. Después de
subclonar la secuencia de codificacidén de AXL de ratdén y de
mono asi como también Mer y SKy humano en pcDNA3, cada
construccidén de expresidn es transfectada en fLibroblastos

HEKZ93T. La capacidad de anticuerpos anti-AXL de rata de la

invencidn para enlazar estas proteinds es probado por el

analisis FACS."

2 A, Clonaziin d= AYL d=2 ratén

En el presente estudio, se genera la construccidn

PCDNA3-mAXL de expresidn de AXL de ratdn. La secuencia de

f)

codificacién de longitud completa de AXL de ratédn es

anplificada la reaccidn

e}
C
=
~
1l
—

1 cadena de polimerasa (PCR por

sus siglas en 1inglés) usando el ADNc de corazdédn de ratdn

o
=

(Ambion) como templado y los cebadores apropiados de acuerdo a
la secuencia de referencia del National Center for

Biotechnology Information (NCBI por sus siglas en 1inglés)
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(NM 009465) de AXL de ratdn. La codificacidn de secuencia de

longitud completa para AXL de ratdn es por lo mismo cublerta

por dos fragmentos de PCR de traslape, un fragmento 5 y un
fragmente 37. Los cebadores para amplificacidén de estos

fragmentos son como a continuacidn:
MOUSE1l de cebador cadena adelante para el

5" que porta una secuencia de reconocimiento de EcoRI:

5°- GCG AAT TCG CCA CCA TGG GCA GGG TCC CGC TGG CCT

G-3
MOUSEZ de cebador inverso para el fragmento 5
5"~CAG CCG AGG TAT AGG CTG TCA CAG ACA CAG TCA G-3°
MOUSE3 de cebador cadena adelante para el fragmento
37

5’7~ GCA CCC TGT TAG GGT ACC GGC TGG CAT ATC-3°

MOUSE4 de cebador inverso para el fragmento 3~ que

porta una sgcuencia de reconocimiento Notl

5°-ATA AGA ATG CGG CCG CTC AGG CTC CGT CCT CCT GCC
CTG-3°

Se digiere el fragmento 5° con EcoRI y BstEII, el
fragmento 3° es digerido con BstEII y Notl, y se escinde el
pPcDNA3 con EcoRi vy Notl. Una ligacidén de
fragmentos aislados y purificados es realizado y transformado
en células bacterianas DHS5c. Se toma una colohié'sencilla y Se
hace crecer en la presencia de ampicilina. Usando un kit de
purificacidén de plésmido comercialmente disponible (Qiagen),
el wvector de expresidén de AXL de ratén pcDNA3-mAXL es
purificado, y la secuencia es verificada para transfeccién

temporal subsecuente en las células HEK293T.

3. Clecmacidn 4=z AYL de mono eynomslgus

En el presente estudio, las construcciones de
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expresidn AXL de mono cynomolgus pcDNA3-cyAXL son generadas.

v

La secuvencia de codificacidén de longitud

C

completa de AXL de
mono‘C\nomolgus es amplificada pore PCR usando ADNc preparado
de tejido de cerebro de mono cynomolgus como templado. Ya que
la secuencia de nucledtide de AXL de mono cynomolgus no esta
disponible, los cebadores respectivos son disefados asumiendo
homologia significativa a AXL humano. La secuencia de longitud
completa la cual codifica para AXL de mono cynomolgus es por lo mismo
cubierta por dos fragmentos de PCR de traslape, un fragmento 5 y un
fragmento 3°. Los cebadores para amplificacién de estos Ffragmentos son
como a continuacién:

Cebador cadena adelante CYNO1 pare el fragmento 5 que porta
una secuencia de reconocimiento EcoRI

5°-CGG RAAT TCG CCA CCA TGG CGT GGC GGT GCC CCA G-3°

CYNOZ de cebador inverso para el fragmento 5°

5°-CTC TGA CCT CGT GCA GAT GGC AAT CTT CAT C-3°

YNO3 de cebador cadena adelante para el fragmento 37

5"-GIG GCC GCT GCC TGT GTIC CTC ATC-3’

CYN4 cebador inversioc para el fragmentoe 3° que porta una
secuencia de reconocimiento Notl

5"- ATA AGA ATG C GG CCG CTC AGG CAC CAT CCT CCT GCC CTG-3~

Se digiere el fragmento 5° con EcoRi y Dralll, el fragmento
37 es digerido con DralIll y NotI, y se escinde el pcDNA3 con EcoRI y
NotI. Una ligacién de factor tres de los fragumentos aislados vy
purificados es realizada y transformada en células bacterianas DH5a. Se
toma una colonia sencilla y se hace crecer en la presencia de
ampicilina. Usando un kit de purificacidn de plésmidce comercialmente
disponible (Qiagen), el vector de expresién de AXL de mono

cynomolgus PCDNA3-cyAXL es purificadoe, vy la secuencia

verificada para transfeccidén +temporal subsecuente en las
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células HEK293T. Las secuencias de amincdcidos y nucledtidos

de mono cynomolgus son como a continuacidn:

ATCGCGTGGCGGTGCCCCAGCGATGGGCAGBGTCCCGCTGGCCTGGTG
CTTGGCGCTGTGCGGCTGGGTGTGCATGGCCCCCAGGGGCACACAGG
CTGAAGAAAGTCCTTTCGTGGGTAACCCAGGGAATATCACAGGTGCCC
GGGGACTCACGGGCACCCTTCGGTGTCAGCTCCAGGTTCAGGGAGAG
CCCCCCBAGGTACACTGGCTTCGGGACGGACAGATCCT3BABCTCGT
GGACAGTACCCAGACCCAGGTGCCCCTGGGTGAAGATGAGCAGGATGA
CTGGATAGTGGTCAGCCAGCTCAGAATCGCCTCCCTACAGCTTTCCGAC
GCGGGACAGTACCAGTGTITGGTGTTITCTGGGACATCAGAACTTCGTGT
CCCAGCCTGGCTACGTAGGGCTGGAGGGCTTACCTTACTTCCTGGAGG
AGCCTGAGGACAGGACTGTGGCCGCCAACACCCCCTTCAACCTGAGCT
GCCAAGCCCAGGGACCCCCAGAGCCCGTGGACCTACTCTGGCTCCAG
GATGCTGTCCCCCTGGCCACAGCTCCAGGTCATGGTCCCCAGCGCAAC
CTGCATGTTCCAGGGCTGAACAAGACATCCTCTTTCTCCTGCGAAGCCC
ATAACGCCAAGGGAGTCACCACATCCCGCACGGCCACCATCACAGTGC
TCCCCCAGCAGCCCCGTAACCTCCATCTGGTCTCCCGCCAACCCACGS
AGCTGGAGGTGGCTTGGACTCCAGGCCTGAGCGGCATCTACCCCCTGA
CCCACTGCACCCTGCAGGCTGTGCTGTCAGACGATGGGATGGGCATCC
AGGCGGGAGAACCAGACCCCCCAGAGGAGCCCCTCACCTTGCAAGCAT
CTGTGCCCCCCTACCAGCTTCGGCTGGGCAGCCTCCATCCTCACACCC
CTTATCACATCCGTGTGGCATGCACCAGCAGCCAGGGCCCCTCATCCT

GGACACACTGGCTTCCTGTGGAGACGCCGGAGGBAGTGCCCCTGGGE

COONNTRARAACATTARTACCACCNRAGAATRAGAGACAGALNTTOATR
CTACCTTGAACAGCCTGSGCATCAGTGAAGAGCTGAAGGAGAAGCTGC

GGGATGTGATGGTGGACCGGCACAAGGTGGCCCTGGGGAAGACTCTG
GGAGAAGGAGAGTTTGGAGCCGTGATGGAAGGCCAGCTCAACCAGGA
CGACTCCATCCTCAAGGTGGCTGTGAAGACAATGAAGATTGCCATCTGC
ACAAGGTCAGAGCTGGAGGATTTCCTGAGTGAAGCAGTCTGCATGAAG
GAATTCGACCATCCCAATGTCATGAGGCTCATCGGTGTCTSTTTCCAGG
GTTCTGAACGAGAGAGCTTTCCAGCACCTGTGGTCATCTTACCTTTCAT
GAAGCATGGAGACCTACACAGCTTCCTCCTCTATTCCCGGCTTGGGGA
TCCAGCCAGTGTACCTGCCCACTCAGATGCTAGTGAAGTTCATGGCGGA
CCATCGCCAGTGGCATGGAATATCTGAGTACCAAGAGATTCATACACCGG
TGACCTGGCGGCCAGGAACTGCATGCTGAATGAGAACATGTCCGTGTGT
" GTGC‘,CGGACTI'CGGGCTCTCCAAGAAGATCTACAACGG GGACTACTAC
’CGCCAGGGACGTATCGCCAAGATGCCAGTCAAGTGGATTGCCATTGAG
AGTCTAGCTGACCGTGTCTACACGAGCAAGAGTGATGTGTGGTCCTTC
GGGGTGACAATGTGGGAGATTGCCACAAGAGECCAAACCCCATATCCA
GGCGTGGAGAACAGCGAGATTTATGACTATCTGCGLCAGGGAAATCGC
CTGAAGCAGCCTGCGGACTGTCTGGATGGACTGTATGCCTTGATGTCG
CGGTGCTGEGAGCTAAATCCCCAGGACCGGLCAAGTTTTACAGAGCTG
CGGGAAGATTTGGAGAACACACTGAAGGCCTTGCCTCCTGCCCAGGAG
CCTGACGAAATCCTCTATGTCAACATGCATGAAGGTGGAGGTTATCCTG
AACCTCCCGBGCGCTECTGEAGGAGCTGACCCCCCAACCCAGTTAGACE
CTAAGGATTCCTGTAGCTRCCTRACTICGGCTBAGBTCCATCCTGCTEG

ACGITATBTLOTO TR T TGO ACAG OO TARC LOCACTOAGECTGR

O -1 P» OO

T
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Secuencia de aminodcidos

MAWRCPRMGRVPILAWCLALCGWVCMAPRGTQAEESPFVGNPGNITGAR
GLTGTLRCQLQVQGEPPEVHWLRDGQILELADSTQTQVPLGEDEQDDWIV
VSQLRIASLQLSDAGQYQCLVFLGHQNFVSQPGYVGLEGLPYFLEEPEDRT
VAANTPFNLSCQAQGPPEPVDLLWLQDAVPLATAPGHGPQRNLHVPGLNK
TSSFSCEAHNAKGVTTSRTATITVLPQQPRNLHLVSRQPTELEVAWTPGLS
GIYPLTHCTLQAVLSDDGMGIQAGEPDPPEEPLTLQASVPPHQLRLGSLHP
"HTPYHIRVACTSSQGPSSWTHWLPVETPEGVPLGPPENISATRNGSQAFV
HWQEPRAFPLOGTLLGYRLAYQGQDTPEVLMDIGLRQEVTLELQGDGSVSN

LTVCVAAYTAAGDGPWSLPVPLEAWRPGQAQFPVHQLVKETSAPAFSWPW
WYILLGAVVAAACVLILALFLYHRRKKETRYGEVFEPTVERGELVVRYRVRK
SYSRRTTEATLNSLGISEELKEKLRDVMVDRHKVALGKTLGEGEFGAVMEG
QLNQDDSILKVAVKTMKIAICTRSELEDFLSEAVCMKEFDHPNVMRLIGVCF
QGSERESFPAPWILPFMKHGDLHSFLLYSRLGDQPVYLPTQMLVKFMADI
ASGMEYLSTKRFIHRDLAARNCMLNENM SVCVADFGLSKKI‘-’NGDYY_RQG
RIAKMPVKWIAIESLADRVYTSKSDVWSFGVTMWEIATRGQTPYPGVENSE!
YDYLRQGNRLKQPADCLDGLYALMSRCWELNPQDRPS FTELREDLENTLK
ALPPAQEPDEILYVNMDEGGGYPEPPGAAGGADPPTQLDF‘KDSCSCLTSA
EVHPAGRYVLCPSTAPSPAQPADRGSPAAPGQEDGA |

2C., Clonasién de Mer humano

En el estudio presente, se genera la construccidn de
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presidén Mer humeno pcDNA3-hMer. La secuencia de codificacidn
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de longitud completa de Mer humano es obtenida
escisidn del wvector pCMV6-XL4-human Mer (Origene #TC116132)

con EcoRI y Xkal. Después de la digestidén de pcDNA3 con las
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inismas endonucleasa
ligados mara generar pcDNa3-hMer. Con el fin de introducir
secuencia de consenso Kozak, la regidn 5° de la secuencia de
codificacién Mer humano en pcDNA3-hMer es amplificada por PCR
usando cebadores apropiados de acuerdo a la secuencia de
referencia NCBI (NM 006243) de Mer humano. Los cebadores para

<
L

amplificacidén de este fragmento son como a continuacidn:

MER1 de cebador cadena adelante que porta una
secuencia de reconocimiento EcoRI y la secuencia de consenso
Kozak:

5°CGG AAT TCG CCA CCA TGG GGC CGG CCC CGC TGC CGC-3°

MERZ de cebador inverso para el fragmento 57:

5°-TCG GCT GCC ATT CTG GCC AAC TTC C-3~

El producto de PCR y el pcDNA3-hMer se digieren con
EcoRI y EcoRV y se ligan para generar pcDNA3-Kozak-hMer, en el
cual la secuencia de codificacién Mer humano de longitud
completa es precedida por una secuencia de consenso Kozak.
Transformado en células bacterianas DHS5a, se toma una sola
colonia y se hace crecer en la presencia de ampicilina. Usando
un kit de purificacidén de pléasmido comercialﬁente disponible
(Qiagen), el vector de expresién pcDNA3-Kozak-hMer es
purificadeo, y la secuencia es verificada para trans

temporal subsecuente en células HEK293T.

2D. Clonacidén de Skv humano

En el presente estudio, se genera la construccién

PCDNA3-hS5ky de expresién de Sky humano. La secuencia de
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codificacién de longitud completa de Sky humano es PCR
amplificado usando el vector Sky pCMV6—XL4—human (Origene
#MG1044 A02) como templado y los cebadores apropiados de
acuerdo a la secuencia de referencia NCBI (NM 006293) de Sky
humano. Los cebadores  para amplificacidn son  como a
continuacién:

SKY1 cebador cadena adelante que porta una secuencia
de reconocimiento de EcoRI:

5’¥CGG AAT TCG CCA CCA TGG CGC TGA GGC GGA GC-3°

SKY? de cebador inverso que porta una secuencia de
reconocimiento XhoI:

5"= GCC CTC GAG CTA ACA GCT ACT GTG TGG CAG TAG-3°

El producto de PCR y el pcDNA3 son digeridos con

EcoRTI y Xhol y ligados para generar el vecto

=

de expresidn
pcDNAS-hSky. Transformado en células bacterianas DHS5x, se toma
una colonia sencilla y se hace crecer en lé presencia de
ampicilina. Usando un kit de purificacidén de pléasmido
comercialmente disponible (Qiagen), el vector de expresidn
PCDNA3-hSky es‘ purificado, y se verifica la secuencia para

transfeccidn temporal subsecuente en las células HEK293T.

3E. Transfeccidn v expresidén de YL ds ratéin, AVL de mono

cynemolgus, M2r humanc, v Sky humano

Para expresidn temporal de AXL de ratédn, AXL de
mono cynomolgus, Mer humano o Sky humano, se transiectan
temporalmente las células HEK293T con ya sea el vector vacio
PCcDNA3, pcDNA3-hAXL, pcDNa3mAXL, pcDNA3-cyAXL, pcDNa3-hMer o

-

PcDNA3-hSky due aplica el método de fosfato de calcio. En
resumen, antes a la transfeccidn, 3x10% células HEK293T en 16

ml de medio son sembradas en una caja de petri de cultivo de

tejido celular de 15 cm y se hace crecer en 7% de CO y 37°C
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por 30 horas, 32 pg de ADN de la construccidn de expresidn

37°C por 8 horas. Se reemplaza entonces el medio con medio de
crecimiento fresco y se cultivan las células en 7% de CO; y
37°C por 24 horas.

3F. Analisis FACS para probar anticusrposz anti-A¥L de rata

para reactividad cruzada

Para andlisis FACS, se cosechan 2x10° células con

EDTA 10 mM en PBS, se lava una vez con amortiguador de FACS

linea inferiocr redondo de 96 pozos. Para remover el

adas por 3 minutos en 1000

[

sobrenadante, las placas son agis
rpm y se vuelven a suspender las células en 10 pg/ml de
anticuerpo de control isotipico 1D5 asi como también
soluciones de anticuerpo primarios anti-AXL 11D5, 11B7, 10D12,
6E7, 2A1l, 11D7 y 12B7 (100 pl/pozo). Después de la incubacidn

ulas dos veces con

[N
—

en hielo por 1 hora, se lavan las c

—

amortiguador de FACS frio y se wvuelven a suspender con
anticuerpo secundario anti-rata de burro conjugado a PE
(Jackson) diluido 1:50 en samortiguador FACS (100 pl/poze) o
anticuerpo secundario anti ratdn de burro conjugado a PE para
control. Protegido de la luz, se incuban las células en hielo
por 30 minutos, se lavan dos veces con amortiguador FACS y se
analiza usando citémetro de flujo Epics XL-MCL (Beckman
Coulter).

La Figura 3 mnuestra resultados representativos de

este experimento. Con excepcidén de 12B7 el cual muestra
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reactividad cruvzada moderada con AXL de ratén asi como también
Mer y SKy humanc, ninguno de los anticuerpos anti-AXL de la
invencién reaccionan de forma cruzada con estas moléculas. En
contraste, todos los anticuerpo anti-AXL de rata probados de
la invencidn reaccionan cruzado con AXL de mono cynomolgus.

Ejemolc 4. An+1 cuerpss anti-AXL de rata ds la invencidn

inhiben la fosforilacidn AYL inducida por ligands in vitro

Se realizan los experimentos ELISA con el fin de

investigar si los anticuerpos anti-AXL de rata de la invencién

cr

son capaces de bloquear la activacidn mediada por ligando Gasb

O

de AXL. La activacidn de AXL mediada por Gas6 es detectada por
fosforilacidén de tirosina del receptor incrementada. En

resumen, en el dia 1, 3x10° céiulas Por pozo se siembran er

medio de crecimiento normal en placas de 96 pozos de linea
inferior plano. Al dia siguiente, se reemplaza el medio de

crecimiento por medio libre de suero para cosechar las células

Juriit T W A

durante la noche por 24 horas. También durante la noche, las

placas de 96 pozos Mazi-Sorp negras (Nunc) son recublertas con

(=3
1}

anticuerpo anti-fosi

>-tirosina de ratdn 4G1l0 en 2 ug/ml de PBS

-

en 4°C. BEn el dia 3, la soluciédn de anticuerpo 4Gl0 es

removida y se bloguean los pozos Maxi-Sorp con PBS, BSA al

0.5% por al menos 4 horas en temperacura amblente En
paralelo, las células son preincubadas, con 10 pg/ml  del

anticuerpo 2A1 de control de ratdn asi cono también los
anticuerpos 2A1, 11p7, 11D5, 11B7, 6E7 y 10D12 anti-AXL de
rata por 1 hora en 37°C y entonces se trata con o sin 400
ng/ml de Gas6é (R&D Systems) por 10 minutos en 37°C. Se remueve
entonces el medioc y las células son lisadas en amortiguador de
lisis (HEPES 50 mM, pH 7.5, 150 mM de NaCl, EDTA 1 mM, 10% de

glicerina, y 1% de Triton X-100) complementado con
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inhibidores de proteasa (10 M NayP,04, 1 MM de fluoruro de

remueve el amortiguador de blogueo vy se lavan las placas Maxi-
Sorp 6x con amortiguador de lavado (PBS, 0.05% de T n 20)
antes los lisados son transferidos e incubados durante la

de lavado en =1 dia 4, los pozos son incubados con anticuerpo

O
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12B7 anti-AXL de rata bicestanad

horas en temperatura ambiente. Las placas son lavadas 6x con

-amortiguador de lavado y estreptavidina conjugada a AP
(Chemicon #5a110) diluido 1:4,000 en PBS se agregan a cada
pozo Yy se incuban por 30 minutos en temperatura ambiente

Después de esto, se lavan los pozos 6x con amortiguador de
lavado y se agrega solucidén de substrato AttoPhos (Roche
#11681982) . Usando un lector de placa Victer (Perkin Elmer),
la fluorescencia de cada pozo es recolectada en una longitud
de onda de excitacidn de 430 nm y una longitud de onda de
emisién ce 580 nm.
Las Figuras 4A-4B muestran resultados
cepresentativos de este experimento para fikrobhlastos NIH3T3-
{L

AXL cl.7 (figura 4A) y células cancerigenas de pulmébn NCl-

H292 (figura 4B). Los anticuerpos anti-AXL de rata 11R7, 11D5,
6E7, y 10D12 de la invencidén son capaces de bloquear o reducir
la activecidén de AXL mediada por ligando como se indica por
fosforilacidén disminuida, y son de esta forma considerados
anticuerpos anti-AXL antagonistas. En contraste, los
anticuerpos 2A1 y 11D7 anti-AXL de rata de la invencidn
estimulan la activacidén de AXL basal como se indica por

fosfor

l_.n

ilacidén incrementada, no reducen significativamente la
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activacidén de AXL mediada por ligando, y son por lo tanto
considerados anticuerpos anti-AXL agonistas. Efectos similares
con el mismo panel de anticuerpos son observados en las lineas
celulares dé- cédncer pulmonar CalLu-1 vy CaLu-6, las lineas
celulares cancerigenas de mama Hs578T y MDA-MB-231, la linea
celular de cancer de prdstata Pc-3, la linea celular de céncer
de pancreas PANC—l, la linea celular de melanoma C-8161, las
lineas celulares de céncer ovarico SkOV-3 y SkOV-8, la linea
celular de glioblastoma SF-126, la linea celular de cancer del
cuello cel Gtero CaSki, asi como también las lineas celulares

de céncer gastrico Hs746T y MKN-1.

Ejemplc 5. BAnticusrpos anti-AXL dz rata de la

invencidn inhiken la fosforilacidn MAP-quinasa pd42 /pdd

inducida por ligando in vitro

Después, los experimentos ELISA son realizados con

el fin de investigar si los anticuerpos anti-AXL de rata de la

invencidn son capaces de bloguear la activacidn mediada por el
ligando Gas6 de MAP-guinasa p42/pd4d. La activacidn de MAP-
quinasa pd2/pdd mediada por Gas®6 es detectada por
fosforilacidén de proteina incrementada (Thr202/Tyr204). En

resumen, en el primer dia, 2x10% celulas por  pozo  son

sembradas en placas de 96 pozos de linea inferior plano. Al
dia siguiente, se reemplaza el medio de crecimiento normal por

medio libre de suerc para cosechar las células por 36 horas.

Después ce esto, las célula

wn

son preincubadas con 10 pg/ml del
anticuergo de control isotipico 1D5 asi como también 1los
anticuerpos anti-AXL de rata 11D5, 11B7 y 2A1 por 1 hora en

37°C y entonces se tratan con o sin 400 ng/ml de Gas6 (R&D

Systems) por 10 minutos en 37°C. El medio es removido y se

o

fijan las células con 4

0

de formaldehido en PBS (pH 7.5) por
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30 minatos en Lemperacura ambiente. La solucidn de
formaldehido es removida y se lavan las células dos veces con

amortiguador de lavade (PBS, 0.1% de Tween 20). Las células se

detienen con 1% de Hy0,, 0.1% de NaN; en amortiguador de lavado
e incubadas por 20 minutos en temperatura ambiente. Después de

quinasa anti- w202 /Tyr204) (conejo policlonal:
seffializacidén de célula #9101) diluido 1:500 en PBS, BSA al
0.5%, EDTA 5 mM es agregado durante la noche en 4°C. En el dia
4, se remueve la sclucidén de anticuerpo durante la noche en
4°C. En el dia 4, se remueve la solucién de anticuerpo y se
lava la placa 3x con amortiguador de lavado. El anticuerpo
secundario anticonejo conjugado a HRP (Dianova #111-036-045)
diluido 1:2,500 en PBS, 0.5% de BSA es entonces agregado a
cada pozo y se incuba por 1.5 horas en temperatura am
Se lava la placa 3x con amortiguador de lavado y dos veces con

PBS por 5 minutos cada uno. Se agr tetrametilbencidina

c
©

(TMB-Calbiochem) y se monitorea en 620 nm. Se detiene la
reaccidén por adicidén de 100 pl de 250 nM de HCl y se lee la
absorbancia en 450 nm con una longitud de onda de referencia
de 620 nm uvsando un lector de placa Vmax (Thermo Lab Systems) .

La Figura 5 muestra resultados representativos de
este experimento para la linea celular de cancer del cuello
del utero CasSki. Los anticuerpos anti-AXL de rata 11B7 y 11D5
de la invencién son capaces de reducir la activacidén de MAP-
quinasa p42/p44 mediada a 1ligando como se indica por
fosforilacién disminuida, y son de esta forma considerados

anticuerpcs anti-AXL antagonistas. En contraste, el anticuerpo
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P

anti-AXL 2A1l de la invencidn estimula la activacidédn de MAP-
quinasa p42/p44 Dbasal como se 1indica por fosforilacién

incrementada, no reduce la &

(’)
T
—

tivacién de MAP quinasa pd2/pdd
mediada a ligando, y es por lo tanto consideﬁada un anticuerpo
anti-AXL agonista. Efectos similares con el mismo panel de
anticuerpos son observados en la linea celular de céncer de
mama Hs578T y la linea celular de céncer de pulmdédn NCL-H292.

Ejempls €. Los antiouerpes anti-AYL de rata de la invencién

inhiken la fosforilacidn Akt inducida por ligands in vitro.

Adicionalmente, se realizan los experimentos de
ELISA con el fin de investigar si los anticuerpos anti-AXL de

rata de la invencidén son capaces de bloguear la activacidn

mediada por ligando Gas6e de A quinasa. La activacién de Akt-
quinasa mediada por Gas6 es detectada por fosforilacidn

incrementada de proteina (Serd73). En resumen, en el dia 1 se
siembran 2x10% células por pozo en placas de 96 pozos de linea
inferior plano. Al dia siguiente, se emplaza el medio de
crecimiernto normal por medio reducido en suero (DMEM, 0.5% de
FCS pars fibroblastos NIH3T3-AXL) o libre de suero (para
lineas.de células de céancer) para cosechar las células por 36
horas. Después de esto, las células son preincubadas con 10
pg/ml del anticuerpo de control isotipico 1DS5 asi como también
los anticuerpos anti-AXL de rata 11D5, 11B7, vy 2Al1 por 1 hora
en 37°C y entonces se tratan con o sin 400 ng/ml de Gas6 (R&D
Systems) por 10 minutos en 37°C.

El medio es removido y se fijan las células con 4%

de formaldehido en PBS (pH 7.5) por 30 minutos en temperatura

aP

ambiente. Se rermueve la solucidén de formaldehido y se lavan

las ceélulas dos veces con amortiguador de lavado (PBS, 0.1% de

(9]

Tween 20). Las células son detenidas con 1% de H,0,. 0.1% de
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NaN; en amortiguador de lavado y se incuban por 20 minutos én

temperatura ambiente. Después de eso, se remueve la solucidn

de detencién, y se lavan las células dos veces con

1:500 en PB3, 0.5% de BSA, EDTA 5 mM es agregado durante la

noche en 4°C. En el dia 4, se remueve la solucidén de
anticuerpo y se lava la placa 3x con amnortiguador de lavado
Se agrega entonces el anticuerpo secundario anticoneijo

conjugade a HRP (Dianova #111-036-045) diluido 1:2,500 en PBS,

0.5% de BSA a cada pozo y se incuba por 1.5 horas en
temperatura ambiente. Se lava la placa 2x con amortiguador de

la tetrametcilbencidina (TMB, Calbiochem) y se monitorea en 620
nm. Se detiene la reaccidon por adicidédn de 100 pl de HCL 250 nM
y se lee la absorbancia en 450 nm con una longitud de onda de
referencia de 620 nm usandc un lector de placa Vmax (Térmo Lab
Systems) .

Las Figuras 6A-6B muestran resultados
representatcivos de este experimento para

L

AXL cl.7 (figura ©6A) y células de cénc

@
i
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=
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[3}]
-
s3]
1
—

(figura 6B). Los anticuerpos anti-AXL de rata 11B7 vy 11D5 de
la invencidn- son capaces de bloguear o reducir la activacién
de Akt-guinasa mediada por ligando como se indica por

fosforilacidén disminuida, y son de esta forma considerados

anticuerpos anti-AXL antagonistas. En contraste, el anticuerpo
2A1 anti-AXL de la invencidén estimula la activacidn Bkt-

quinasa basal comoc se indica por fosforilacién incrementada

1la

]_1.

no reduc ot

D
a1}

vacidén Akt-quinasa mediada por ligando y es
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por 1lo tanto considerado un anticuerpo anti-AXL agonista.
Efectos similar con el mismo panel de anticuerpos son

observados en la linea celular de céancer de pulmdn NC1-H292,

—
[._1 N

las neas celulares de cancer de mama Hs578T y MD-MB-231, la

"
(=N

nea celular de céancer de préstata PC-3, la linea celular de
cancer de pancreas PANC-1, la linea celular de melanoma C-

8161, les lineas celulares de céncer de ovario SkOV-3 y SkOV-

Q.

8, la linea celular de céncer de vejiga TCC-Sup, asi como

también la 13

l._J

ea celular de fibrosarcoma HT1080.

Ejempls 7. Los anticuerpeos anti-AYL de rata v quimérices de la

invencidn inhiken la fosforilacidn Bkt inducida por ligando in

vitr> a gradoc similar

Los derivados quiméricos de los anticuerpos anti-AXL
de rata 11B7 y 11D5 son generados como parte de esta
invencidén (ver posteriormente). Con el fin de investigar si

los anticuer)

"C)
U)
QO
}
|

nti-AXL de rata de 1la invencién vy los
anticuerpos anti-AXL quiméricos correspondientes de la
invencién son capaces de bloquear la activacidédn mediada por
ligando Gas6 de la Akt-guinasa en fibroblastos NIH3T3-AXL
cl.7 a grado similar. Los experimentos ELISA son realizados.
La inhibicién de Akt-quinasa mediada por anticuerpo es

detectada por

B~
L

ostforilacidn de proteina disminuida (Serd73).
En resumen, en el dia 1.2 x10° células por pozo son sembradas

en placas de 96 pozos de linea infericr planc. EL dia

siguiente, se reemplaza el medio de cre 11ento normal por

]
|—
[8]]
[6)]

medio reducido en suero (DME, 0.5% de FCS) para cosecha

células por 36 horas. Después de esto, se pre-incuban las

¥

células con 50 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 500 ng/ml y 1
pg/ml, 5 pg/ml y 10 pg/ml de anticuerpo 11D5 anti-AXL de rata

o anticuerpo chllD5 anti-AXL quimérico por 1 hora en 37°C vy
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1% de Hy0,, 0.1% de NaNj en amortiguador de lavado‘y se incuban
por 20 minutos en temperatura ambiente. Después de esto, se
remueve la solucidn de detencidn, y se lavan las células dos
veces con amortiguador de lavado y se bloquean con PBRS, 0.5%
de BSA por 4 horas en 4°C. El anticuerpo primario anti-fos
Akt (Serd73) (conéjo policlonal: Sefalizacidn celular 49271)

diluido 1:500 en PBS, 0.5% de BSA, 5 mM de EDTA es a

(o}
i~
D

O
[a}]
[n3
O

durante la noche en 4°C. En el dia 4, se remueve la solucién
de anticuerpc y se lava la placa 3x con amortiguador de
lavado. Se agrega entonces el anticuerpo secundario anti-
conejo ccnjugado a HRP (Dianova #111-036-045) diluide 1:2,500

en PBS, (.5% de BSA a cada pozo y se incuba por 1.5 horas en

temperatura ambiente. Se lava la placa 3x con anortiguador de

lavado y dos veces con PBS por 5 minutos cada uno. Se agrega

(Y8l

La tetramecilbencidina (TMb, Calbiochem) vy se monitora en 620

nm. Se detiene la reaccién por adicidén de 100 pl de 250 nM HCL
y se lee la absorbancia en 450 nm con una longitud de onda de

referencia de 620 nm usando un lec

(w}

or de placa Vmax (Thermo
Lab Systemns).

La Figura 7 demuestra gue el anticuerpo 11B7 anti-
AXL de rata y anticuerpo chllB7 anti-AXL quimérico de la
invencién asi como también el anticuerpo 11D5 anti-AXL de rata
y el anticuerpo chllD5 anti-AXL quimérico de la invencidén son

capaces de inhibir la activacién de Akt-guinasa mediada por
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o)

ligando a grado similar como se indica por la fosforilacidn
disminuida. De esta forma, como sSe compara con sus
contrapartes 'de rata respectivas, los anticuerpos c¢hllB7 vy

chllD5 enti-AXL guiméricos mantienen la actividad.

Ejemplo 8. anticusrpos anti-A¥IL de rata antagonistas de la

)__1\

invencién compiten entre si para los mismas ep

0]

TOpos O

epitopcs estructuralment2 relacicnados vy neo comparten sitios

dz enlace con antisusrpos anti-AYL de rata agonistas d= la

invencién.

Los anticuerpos anti-AXL de la invencidn son
examinados para ver si compiten entre si para epiltopos de
enlace similares en el dominio de AXL-ECD. Por lo tanto, el

enlace de anticuerpos anti-AXL Dbioestadiades para placas

(1

recubiertas con dominio AXL-ECD preincubadas con anticuerpos
anti-AXL es determinado en un ELISA de competicidédn. En
resumen, 30 pg de anticuerpo de control isctipico 1D5 asi como
también anticuerpos anti-AXL de rata 11B7, 11D5, 6E7, 10Dl12,
11D7 y 2Al1 son Dbicestafiados con Sulfo-NHS-Biotina (Pierce
7#21217) de @acuerdo a las instrucciones de fabricante v
purificados utilizando las columnas Micro-Spin P6  SSC (BIO-
RAD #732-6200). En el dia 1, las placas Maxi-Sorp de 96 pozos

pozo de 1 pg/ml de

AXL-ECD humano (R&D Systems #154-AL) en PBS durante la noche

en 4°C. En el dia 2, las placas Maxi-Sorp recubiertas son

le BS

o>

bloqueadas con amortiguador de blogqueo (PBS, 1% , 0.05%

t

de Tweern-20) por 2 horas en tenperatura ambiente (250
pl/pozo), y se incuban subsecueintemente con PBS o anticuerpo
de control 1isotipico no bicestafado 1D5 asi como también

anticuerpos anti-AXL de rata no biocestafados 11B7, 11D5, 6E7,

10D12, 11D7, 6 2A1 en 10 pg/ml en amortiguador de blogueo (100

N
’\/l

v
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pl/pozo) por 1 hors en temperatura ambiente. Las soluciones de
anticuerpc son removidas sin lavade y 100 upl/pozo PBS 6
anticuerpo de control isotitpico biocestadfado 1D5 asi como
también anticuerpos anti-AXL de rata bicestafados 11B7, 11D5,
6E7, 10D12, 11D7, & 2Rl en 0.5 pg/ml en amortiguador de
blogqueo son agregados vy se incuba por 15 minutos en

temperatura ambiente. Después de lavade 6x con amortiguador de

oe

lavado (PBS, 0.1% de Tween-20), 80 pl/pozco de estreptavidina
conjugado a AP (Chemicon  #SA110) diluido 1:4,000 en

amortiguador de blogueo son agregados, incubados por 20

A]

—

minutos en temperatura ambiente se tra vez 6x con

,_
o}
(w)

avarn

amortiguador de lavado y finalmente se lava una vez con PBS.

Para deteccidn, se agregan 100 pl/pozo de solucidén de
substrato Attophos (Roche #11681982). Usandoc un lector de
placa Victor (Perkin Elmer), la fluorescencia de cada pozo es
recolectada en una longitud de onda de excitacién de 430 nm
una longitud de onda de emisidén de 580 nm.

La Figura 8 muestra. resultados representativos de
este analisis. Los anticuerpos anti-AXL antagonistas 11B7,
11D5, 6E7 y 10D12 de la invencidn compiten entre si para los
mismos epltopos o epitopos estructuralmente diferentes. Los
dos anticuerpos agonistas 11D7 y 2A1 de la invencién reconocen
epitopos individualmente diferentes y por lo tanto no son
mutuamente exclusivos. Por otra parte, 11D7 y 2A1 no compiten
con los anticuerpos antagonistas para enlace a AXL-ECD. E1
anticuerpo de control 1D5 no enlaza a AXL-ECD.

Ejempls 9. Los anticuerpos anti-A¥NL quiméricosz v de rata de la

'

invencidn inhiken la wigracién de célula de cancer de pulmén M

proliferacidén in vitro

Para examinar la migracién y las proporciones de
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proliferacidn de diferentes células y condiciones de cultivo,
los ensayos de curacién de herida/rasguiico in vitro se han
usado por muchos aflos. Estos ensayos ¢eneralmente implican
hacer crecer una primera monocapa de células confluente. Un
area pequefia es entonces alterada y un grupo de células son

destruicas o desplazadas por rasgufiar una linea a través de la

capa con, por ejemplo, una punta de pipeta. E1 espacio abierto

en cuanto las células mueven vy 1llenan el &rea dafada
(“curacién”). En resumen, 1.5 x 10° NC1-H292 células de cancer

pulmonar son sembradas por pozo de una caja petri de 12 pozos

]

y se cultiva en medio de crecimiento normal (RPMI, 10% de

FCS) . Después de 8 horas, las células son enjuagadas con PBS y

o

se cosechan en medio bajo en suero (RPMI, 0.5% de FCS) durante

la noche por 24 horas. Usando una punta de pipeta de 200 pl

<
L

ril, tres heridas uni:

(N

est ormes separadas por pozo son hechas

m

a través de las monocapas de células NC1-H292 confluentes. Las
células son enjuagadas suavemente con PBS vy sé incuban con
medio bajo en suero (RPMI, 0.5% de FCS) el cual no contiene
aditivo, 10 pg/ml del anticuerpo de control isotipico 1D5, los
anticuerpos anti-AXL de rata antagonistas 11D5, 11B7, 6E7 &
10D12, 1los anticuerpos anti-AXL quiméricos chnllbD5 IgG2 vy
chnllB7 IgG2, los anticuerpcocs anti-AXL de rata agonistas 2A1 vy
11D7 asi como también 10 pg/ml de Erbitux & 5 puM de Sutent
para comparacién. Las células son permitidas migrar en el &rea

de clarificacidén por 24 horas, se lava una vez con PBS y se

fija con metancl enfriado en hielo (100%) en -20°C. Después de

oe

gue se tiflen las células con cristal violeta (0.5% en 20% de
metanocl), se enjuagan con agua y se secan durante la noche, se

toman fotos de heridas.
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La Figura 9 muestra resultados representativos de
este experimento para células de céancer de pulmdn NC1L-H292.

Comparado con el anticuerpo de contrel isotipico, los

quiméricos chnllD5S IgG2 y «chnllB7 1IgG2 de la invenciédn

reducen la repoblacién del A&rea de nientras que los

D
mn
o]
[al}
O
'_J
(@]
=

anticuerpos 2ZAl1 y 11D7 anti-AXL de rata agonistas de la

herida. Los

Qs

invencidén llevan & cierre completo de 1
resultados similares con el mismo panel de anticuerpos son
observados con la linea celular de cancer ovarica SkOv-3 o la
linea celular de céncer gastrico MKN-1.

Ejemplc 10. Los anticuerpes anti-AXL d2 rata de la invencién

inhiben la migracién inducida por ligando de fibrcblastos

NIH2T2-AYL ol.7 in vitro

Se realizan los experimentos de transmigracidén con
el fin de investigar si los anticuerpos de la invencidn
blogquean la migracién celular. Para este propdsito, en la
mafiana del dia 1, las células NIH3T3-AXL cl.7 se siembran en
cajas petri de 15 cm en medio de crecimiento normal, el cual
en la tarde se reemplaza por medio reducido en suero (DMEM,
0.5% de FCS) con el fin de cosechar las células por 36 horas.
Al siguiente dia, una placa de 96 pozos FluoroBlock (Becton
Dickinson 351164, tamafioc de poro § um) se recubre con 10 ug
de colageno 1/ml &cido acético 0.1 M durante la noche en 37°C.
En el dia 3, el medio reducido en suero (DMEM, 0.5% de FCS) es
reemplazado por medio libre de suero (DMEM, 0% de FCS, 0.1% de
BSA) por otrés 4 horas. Las células son cosechadas con 10 mM
de EDTA en PBS y se preincuban con anticuerpos anti-AXL de

rata 4A6, 11B7 & 2A1 en una densidad celular de 4x10°
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células/ml y una concentracidén de anticuerpo de 10 pg/ml por
45 minutos, 50 pl de suspensidn celular (20,000 células) por
pozo son entonces colocados en la cadmara superior de la placa
de 96 pozos'FluoroBlock, 225 pl de medio (DMEM, 0% de FCS,
0.1% de BSA) coﬁ. o sin 400 ng/ml de Gas6 de ratdén (R&D

Systems) son usados por pozo en la cédmara de linea inferior.

{

Las células son dejadas migrar por 7 hor 37°C y se tifien

[31]

S

D

I
después de esto con 4.2 uM calceina-AM (sondas moleculares

#C

w

099) en PBS, 1 mM CaCl,, MgCl, 1 mM por 1 hora en 37°C.
Usando un lector de placa Victor (Perkin Elmer), se mide la
fluorescenéia de cada pozo en una longitud de onda de 530 nm.
La Figura 10 muestra que el anticuerpo anti-AXL 11B7
antagonista de la invencidén reduce tanto la migracién inducida
por Gas6 y basal de fibroblastos NIH3T3-AXL cl.7, mientras gue

el anticuerpo 2A1 anti-AXL de rata agonista de- la invencidn

incrementa la migracidn inducida por ligando, y en particular
basal de células NIH3T2-AXL cl.7. El anticuerpo 4A6 no afecta

)

te
(R}

la migracidén celular.

=

Ejempleo 11. Los anticusrpos anti-AXL de rata de la invencidén

inhiben la proliferacién inducida por ligands de fikroblastos

NIH3T3-AXL cl.7

Los experimentos in vitro son realizados con el fin
de determinar la capacidad de los anticuerpos anti-AXL de rata
de la invencidén para inhibir la proliferacidédn de células
inducida por Gas6. Para este propdsito, 2,500 Ffibroblastos
NIH3T3-AXL <c¢l.7 por pozo son sSembrades en medio el cual
contiene FCS en placas de 96 pozos durante la noche. Al
siguiente dia, se cosechan las células en medio reducido en

suero (DMEM, 0.5% FCS) por 10 horas y subsecuentemente se

N
)

preincuban con pg/ml del anticuerpo de control de ratdn
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11B7, asi como también el anticuerpo agonista 2AL en DMEM,
0.5% de FCS por 1 hora en 37°C. Las células son tratadas con o

sin 400 ng/ml de Gas6 de ratdédn (R&D Systems) por agregar el
ligando directamente a la solucidén de anticuerpo, vy

dejados crecer  por 96 horas. Se agrega AlarmarBlue

(BIOSOURCE #DAL 1100) y se incuba en 37°C en la oscuridad. Se

mide la absorbancia en 590 nm cada 30 minutos. Los datos son

-h

La

igura 11 muestra resultados representativos de
este experimento. Los anticuerpos anti-AXL antagonistas 11DS5 vy
11R7 de la invencidén bloguean la proliferacién inducida por

Gas6 de fibroblastos NIH3T3-AXL ¢l1.7, mientras gque el

1-AXL de rata agonista de la invencidn

cr

anticuerpo 2A1 an
incrementa la proliferacidén inducida por ligando vy, en
particular, basal de células NIH3T3-AXL cl.7.

Ejemplo 12. Los anticuerpes anti-A¥L de rata d2 la invencidn

inhiben la anti-apoptosis mediada por ligando de fibrolklastos

MIH3T3-AXL cl.7 cosachados peor suerc in vitro

Induccidén de apoptosis y activacidén de caspasas

—
85}

puede resultar a parti de una variedad de estimulos

]

=~

ién o

X

a

)

aCC(

0O
C

incluyende ext ctor de crecimiento, ey
agentes guimioterapéuticos o radiacidén, o inicio del proceso
de muerte celular wmediada por receptor Fas/Apo-1l. La
interaccidén Gas6-AXL ha sido mostrada para estar implicada_én
la proteccidén de un intervalo de tipos celulares de apoptosis,
incluyenco fibroblastos NIH3T3 cosechados por suero (Goruppi
et al., 1996, Oncogene 12, 471-480) o células endoteliales

pulmonares (Healy et al., 2001, Am. J. Physiol., 280, 1273-

1281). En el ejemplo presente se examina si los anticuerpos
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~

erxfieren con anti-

anti-AXl., de rata de la invencidn ini

)
I

apoptosis mediada por Gas6é de fibroblastos NIH3T3-AXL cl.7
cosechado en suerc y de esta forma induce la apoptosis. Las

velocidades de apoptosis son por lo misme determinadas por

]

medicidérn de la actividad de cas a-3/7 celular. Para este

V7]

o¥el

—

propdsito, las células NIH3T3-AXIL, cl7 son sembradas en una
densidad de 1.5x10° células por pozc en placas de 96 pozos de
linea inferior claro negras (100 pl/pozo). El dia después, se
reemplaza el medioc de crecimiento normal por medio reducido en
suero (DMEM, 0.5% de FCS) para cosechar las células durante la
noche por 24 horas. Al siguiente dia, se  preparan las
soluciones de anticuerpos del anticuerpo de control isotipico
1D5, 1los anticuerpos anti-AXL de rata antagonistas 11B7 vy
11D5, asi como también los anticuerpos anti-AXL de rata
agonistas 11D7 y 2A1 en 80 pg/ml en DMEM, 0% de FCS, 0.01% de
BSA. Se lavan las células con PBS, se cubren con 60 pl de
DMEM, 0% de FCS, 0.01% de BSA, y 10 pl de la solucién de

anticuerpo respectiva se agregan. Después de 1 hora de

X

incubacién en 37°C, 10 pl de DMEM, 0% de FCS, 0.01% de BSA con
0 sin se agregan 3.2 pg/ml de Gas6 de ratdén (R & D
Systems) (las concentraciones finales de anticuerpo y Gas6t son
10 pg/ml y 400 ng/ml, respectivamente) y se dincuban las
células en 37°C por otras 5 horas. Las siguientes etapas se
refieren al boletin técnico para el ensayo Apo-ONE Homogenwous
Caspase-3/7 (Promega, G7791). En resumen, Se remueven las
placas de cultive a partir del incubador vy se permite

4

equilibrar a temperatura ambiente por 20 ninutos. 60 pl del

substrato Apo-One y 6 ml de amortiguador se descongelan, se

combinan y $e agregan a las rmuestras (75 pupl/pozo). Los

contenidos de los pozos son  suavemente agitados por 30
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segundos y se protegen de la luz, se incuba en temperatura
ambiente por 1 heora. Usando un lector de placa Victor (Perkin
Elmer), 1la fluorescencia de cada pozo es mnedido en una
longitud de onda de excitacidn de 485 nm y una longitud de
onda de emisidén de 530 nm.

La Figura 12 muestra resultados representativos de

este experimento. Comparado con el anticuerpo de control

iscotipico, 1los anticuerpos 11B7 y 11D5 anti-AXL de rata
antagonistas de la invencidn reducen la anti-apoptosis mediada
poxr Gasé de fibroblastos NIH3T3-AXL c¢l.7 cosechados en suero,
y de ests forma induce la apoptosis. En contraste, los
anticuerpos 2A1 y 11D7 anti-AXL de rata agonistas de la

invencidén induce fuertemente anti-apoptosis de células NI
AXL cl.7 cosechadas en suero independientemente de la ausencia
o presencia de Gas6, y por lo tanto inhibe la apoptosis.

Ejempls 13. Log anticusrpos anti-a¥L dez rata de la invencién

inhiken la angiogénesis celular a base de esfercides in vitro

AXL, es un regulador <c¢lave de cbmportamientos
angiogénicos miltiples los cuales incluyen migracién celular
endotelial, proliferacidén y la formacidén de tubo in vitro
(Holland et al., Cancer Res: 62, 9294-9303, 2005). Por 1lo
tanto, los anticuerpos 11B7 y 11D5 monoclonales anti-AXL de
rata de la ih&encién son probados para efectos inhibitorios en

brote de baso inducide por VEGF-A de esferoides HUVEC. Los

experimentos son

O

ontinuados en modificacidén del protocolo
publicado originalmente (Korff and Augustin: J. Cell Sci
112:2249-58, 1999). En resumen, los esfercides son preparados
como se describe (Korff and Augustin: J Cell Biol. 143:1341-
52, 1998) por pipetear 1las células endoteliales de vena

umbilical humano (HUVEC por sus siglas en inglés) en una gota
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colgante en cajas petri de plédstica para permitir durante la

z

noche la agregacidén de esferoides. 50 esferoides HUVEC son

entonces sembrados en 0.9 ml de una solucién de coldgeno (2
mg/ml) y se pipetea en pozos individuales de una placa de 24

POZ0O3 Dara permicir la polimerizacidn. Concentraciones
I 1 I
d

[oR

lisminuidas de los anticuerpos anti-AXL de rata 11B7 y 11D5

(1X107® M, 1x1077 M, 1x10™°M, 1x10-9 M, 1x10°'° M) son mezcladas

o,
=

irectamente en la solucidén de coldgeno antes de 1la
polimerizacidn, mintras que el factor de crecimiento VEGEF-
(concentracidén final 25 ng/ml) se agrega después de 30 minutos

por pipetear 100 pl de una dilucién de trabajo c ntrada 10

(")
([)

ne
veces en la parte superior del gel polimerizado. Las placas
son incubadas en 37°C por 24 horas y se fijan por agregar 4%
de paraformaldehido. La intensidad de brote de esferoides
HUVEC es cuantificado por un sistema de andlisis de imagen que
determina la longitud de brote acumulativa por esferoide
usando un microscopio invertido y el andlisi:
imagen 3.2 (Soft imaging system, Minster, Alemania). E1
promedioc de la longitud de brote acumulativoe de 10 esferoides
seleccionados aleatoriamente es analizado come un punto de
datos individuales.

Las Figuras 13A(a)-13B(k) muestran los resultados de
este experimento. Los anticuerpos anti-AXL de rata
antagonistas 11B7 (figura 13A(a)-13A(b)) 'y 11D5 (figura
13B(a)-13B(b)) de 1la invencidn inhiben el brote de HUVEC

estimuladc en VEGF-A en el ensayo de anglogénesis a base de

esfercides en una forma dependiente a dosis. Mientras que el
tratamiento con la concentracidén més alta de 11B7 reduce el
brote de HUVEC a niveles basales, la inhibicién con 1la

v

concentracidén més alta de 11D5 no es efectiva (figura 13A(a) y
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13B(a)). El brote HUVEC es inhibido con wvalores ICgy de 9.8 x
10 M vy 7.0 % 107M por 11B7 y 11D5, respectivamente (figura
13A(b) y 13B(b)).

Ejemple 14. Los anticuerpos anti-AYL 42 rata dz la invencién

reducen =1 crecimiento de carcinoma de préstata humano =n

ratonas desnudos

La eficacia antitunoral de anticuerpos terapéuticos
es con frecuencia evaluada en estudios tumorales de

xenoinjerto humano. En estos sistemas modelo, los tumores
humanos crecen como xenoinjertos en ratones
inmunoconpromnetidos vy la eficacia terapéutica es medida por el

grado de inhibicién de crecimiento tumoral. ELl okjetiveo de

antagonista de la invencidn interfiere con el crecimiento de
tumor de células de céncer de prdstata humanas en ratones
desnudos. En resumen, en el dia 0, se anestesian ratones macho
NMRI™“" de 7-8 semanas de edad (pesoc aproximada: 30 g después

de la aclimatizacién) con 1.5-2.0 por ciento de olumen de

1

isoflurano en una velocidad de flujo de oxigeno de 1 17min, vy

1x10% célula PC-3-LN en 25 pl de PBS son implantados
ortotdpicamente en la prdstata. Las células PC-3-LN son

(D

p
derivadas de la linea celular de carcinoma de prdscata PC-3 la

cual es infectada con un retrovirus gque codifica para una

intraperitonealmente (i.p.) en los ratones y se mide 1la
emisidn de luz 10 minutos post-inyeccidén usando un sistema de

imagen de biocluminiscencia . NightOWL L 981 (Berthold



h

10

25

AXTL

93

Technologies, Alemania). Antes al primer tratamiento, se
agrupan al azar los ratones y se realizan las pruebas
estadisticas para asegurar la uniformidad para iniciar 1los
volumenes tumorales (promedio, media y desviacién estandar)
entre los grupos de tratamiento de 10 animales cada uno. En el
dia 8, todos~los tratamientos inician y son continuados hasta

el dia 34, seguido por necropsia en el dia 35. 25 mg/kg del

[y
[N

anticuerpo 1D5 de control isotipico y el anticuerpo 11B7 anti-

Q.

e rata antagonista son administrados intraperitonealmente
(L.p.) 2x una semana (lunes, miércoles, viernes) en animales
de grupo 1 y 2, respectivamente. Animales del grupo 3 reciben
oralmente (p.o.) 40 mg/kg de Sutent una vez 'al dia. Los
animales del grupo 4 reciben ftres inyecciones intravenosas
(1.v.) con 12.5 mg/kg de Taxotere 4 dias una de la otra. Un

resumen de los grupos de tratamiento es dado posteriormente.

Grupo Tratamiento .Aplicacién Numero de
t Ruta Esquema animal
1 1D5 25 mg/kg i.p. 3 veces por semana {Lunes, Miércoles, 10
Viernes)

Empezando un dia después del

agrupamiento aleatorio?

2 1187 25 mg/kg i.p. 3 veces por semana (Lunes, Miércoles, 10
Viernes)
Empezando un dia después del

agrupamiento aleatorio?

5 Sutent 40 Mg/kg p.o. Diariamente Empezando un dia después 10

del agrupamiento alatorio?

6 Taxotere 12.5 mg/kg i.v. Diariamente Empezando un dia después 10

del agrupamiento aleatorio
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La Figura 14 muestra los resultados de este

experimento. Comparado con el anticuerpo 1D5 de control
isotipico, el anticuerpo 11R7 anti-AXL antagonista de 1la

invencidn reduce el crecimiento total de tumores de prdéstata
PC~3-LN en ratones desnudos.

Ejemple 15. Los anticuerpcs anti-AXL de rata de la invencién

inhiben la metistaszis d= carcinoma de prdstata humana

En el mismo experimento como se describe bajo los

anticuerpos anti-AXL de rata de la invencidén reducen el

del anticuexrpo 11B7 anti-AXL de rata antagonista de
la invencidin. Para este propdsito, los Srganos
eleccionados (higado, bazo, pulmones, fémur, parte de la
espina lumbar) son recolectados post necropsia,
homogenizado Y complenentado con luciferina

Subsecuentemente, se mide la emisid

n de luz usando un
sistema dg'imagen de bicluminiscencia NightOWL LB 981
(Berthold Technologies, Alemania).

La Figura 15 muestra los resultados de este

experimento par el andlisis de bazos. Camparado con el

anticuerpoc de control isotipico 1D5, 1 anticuerpo
nti-AXL de rata antagonisto 11B7 de 1 invencidn
reduce la ocurrencia de metédstasis de hazo. De

particular interés, el efecto anti Asico de 11B7

l_l
!
=
o
o
m
QJ

en este experimento es méas fuerte gue aguel de Sutent.
Observaciones similares son obtenidas para metdstasis

de espina . de higado, pulmén, fémur y lumbar.
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Ejemplo 16. A¥L es5 =xpresadce predominantements en tumcr mas

que el tejido normal adyacente

En este estudio, la expresidén AXL en 17 malignidades

I

humanas diferentes es analizada inmunohistoquimicamente en
tejidos embebidos en parafina fija en formalina en formato de

multidisposicidén de tejido. Para cada tipo d

)

1)
[
=
Q
[t

los pares
de tejido de tumor y acoplamiento tejido no maligno son
examinados. En resumen, el tejido es fijo por 16 horas a 20
horas en 4% de formalina amortiguada neutral y se embebe en

parafina. Para construccidén de una microdisposicidén de tejido

de 60 nucleos (TMA), una perforacidén de tejido sano y una

i~
Cn

perforacidn de tejido tumcral correspondiente de cada caso es
elegido por un patdlogo. Un TMA de 96 nucleos con
perforaciones de tejido de control normal (tres de cada tipo
de tejido) es generado con respecto a pautas de FDA. Cada
perforacidén tiene 1.5 mm en didmetro.

Con un microtomo, secciones de 2-4 pm de blogues de

de la parafina por incubacién en un bhafic de xileno por 6

minutos dos veces, en acetona por 5 minutos dos veces y

de <calor de las secciones es realizado en 10 mM de
amortiguador de citrato, pH 6.0 en un vaporizador por 30

minutos, seguido por lavado en agua destilada. La peroxidasa

enddgena es blogueada por incubacidn con  una solucidn
preparada recientemente de 0.3% de Hy;0, en metancl por 20

minutos en temperatura anbiente, seguido por lavado con agua

destilada y PBS por 5 minutos cada uno. Las secciones son
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temperatura ambiente. Después de tres lavados en TBST, las
secciones son incubadas con anticuerpo secundario anti-cabra
de conejo biloestafiado (Dianova, :200 de dilucidn en TST) por

45 minutos en temperatura ambiente. Después de lavar como

antes, se incuban las secciones con estreptavidina/HRP (DAKO,
1:300 dilucidén en TBST) por 30 minutos en temperatura
ambiente, seguido por lavar como antes. La tincidn se logra

con solucidén DAB (DAKQ; 1:50 dilucidén en amortiguador de

substrato) por 10 minutos en lempe atura ambiente. Finalmente,

los portacbjetos son enjuagados con agua, se contratifien con
hematoxilinae de Harris, y se cubre con un portachjetos de
vidrioc. Las secciones de control son incubadas con anticuerpo

de control IgG de cabra (R&D) en lugar de anticuerpo primario
anti-AXL.

Las Figuras 16A-16B reéumen los resultados de este
andlisis en expresién de AXL en 17 tumores sb6lidos humanos
diferentes y tejido no maligno correspondiente (figura 16A).

Entzr todos los casos

de prdstata (excepto para células individuales), y en céncer
de rifdén. Los tumores celulares de nmelanoma y Merkel muestran
expre esion muy baja de AXL. Se observa una e¥presidédn débil en
unos cuantos tumores del pulmén, principalmente

adenocarcinomas. Los tumores de esdfago y Barret, tumores

O
]

ovaricos, colon y pancredticos asi como también tumores de
higado (carcinoma hepatocelular) muestra tincidn débil en
aproximadamente 30% de los casos. Los tumores de cabsza vy

cuello muestran tincidén débil a mod

(T’
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[
oY)
]
=
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40% de los tumores. Se detecta tincidn débil a moderada en 60%
a 100% de los tumores analizados de mama, cuello del uUtero

vejiga, tiroides y el es

“‘

dmago. Se observa tincidn més i
en tumores mamiferos y en un carcinoma de célula de anillo de
sellc del estédmago (figura 16B). Los tejidos - no malignos
principalmente no muestran tincidn especifica excepto a partir
de tubulcocs del rifadén el cual a veces muestra tincidn débil
sobre los antecedentes.

Ejempls 17: Estructura y Caracteristicas

L

2 anticusrpss anti-

173 Las secuencias de nuclzdtide de dominios variables de

anticuerpo d= rata

Se clonan los dominios variables de anticuerpo anti-
AXL de rata a partir de células de hibridoma. Se prepara el

ARN wutilizando el kit Rneasy de extraccidn de ARN (Rneasy

midi-kit, Qiagen). E1l ADNc que codifica para los genes de

L QLI L Y X

Brevemente, se sintetiza la primera cadena de ADNc

s}
o
V1]
=
O,
(]
B
oy
=
O
(o]
O
(w0
w
—
-

cix sando los cebadores GSPl especificos
a genes y SupérScriptTM IT transcriptasa inversa. Después de
la sintesis de la primera cadena ADNc, el templado de ARNm
original es removido por tratamiento con la mezcla RNAse. Se
agrega una cola homopolimérica entonces al extremo 37 del
ADNc., La amplificacidén de PCR es realizada usando ADN Taq de
polimerasa, un cebador especifico a gen 'de nido (GSP2) que
tenmpla & un sitioc ubicado dentro de la molécula de ADN y un
cebador de anclaje proporcionado con el kit. Después de la
amplificacidén los productos 5 RACE se clonan en el vector pLXS

N-ESK para secuenciacidn. Para facilitar la clonacidén el
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cebador de anclaje (AP) incluye una secuencia de
reconocimiento para ai I, los cebadores GSP2 contienen un

tamafio Xhol.

Cebador GSP1:

Kappa GSP1l: GATGGATGCATTGGTGCAGC

New kappa GSP1l: ATAGATACAGTTGGTGCAGC

Heavy GSP1l: CAGGGTCACCATGGAGTTA

Cebador GSP2:

Xhol~hGSP2: CCGCTCGAGCGGGGGATAGACAGATGG

" Xhol-kGSP2: CCGCTCGAGCGGCCGTTTCAGCTCCAGCTTGG

La utilizacidén de los cebadores GSP para clonacidén
Mab anti-AXL de rata‘

11B7: kappa GSPl; Xhol-kGSP2

GSP1 pesado; Xhol-hGSP2

10D12: kappa GSPl, new kappa GSPl: Xhol-kGSP2

GSP1l pesado: Xhol-hGSP2

11D5: new _kappa GSP1l; Xhol-kGSP2

GSP1 pesado; Xhol-hGSP2

17B. Secuencias de amincdcidos de dominios variakles Ade

anticuerps anti-AXL Jdz rata

Las secuencias de dominio variable de anticuerpo de

rata son traducidas de los genes clonados secuenciados en los

vectores pLXSN-ESK. Las secuencias de amincdcidos dadas
inician en la posicidén uno del dominic variable. Las regiones
determinantes complementarias (CDR) requeridas para el enlace

especifico del anticuerpo a su objetivoe son definidas de
acuerdo a Kabat (Kabat et al. Sequences of Proteins of
Imaunological Interest, quinta edicidén. No. de publicacién NIH
91-3242, 1991). La definicién Kabat se basa en la variabilidad

de secuencia dentro de los dominios variables. Las regiones
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CDR especificas anti-AXL de los anticuerpos son listadas en la
SEQ ID NO:13-30. Las CDR individuales incluyen las siguientes
posiciones:

CDR-L1: 24-34

CDR-L2: 50-56

CDR-L3: 89-97

CDR~H1l: 31-35b

CDR-H2: 50-56

CDR-H3: 95-102

17C Expresidn v purificacidn 4z anticuzrpo de rata

Se-cultivan los hibridomas en bioreactores Celline
CL 1000 (Integra Biosciences) en 37°C, 5-7% de CO, usando DMEM
el cual incluye 4.5 g/l de glucosa; 1% de glutamina, 1% de
piruvato 1% de Pen/Strep. El complemento con FCS es 1% de FCS

para

[uel

1 compartimiento de nutrientes y 5% de IgG FCS bajo para
el compartimiento celular. La cosecha y el intercambio de
medios se realiza dos veces a la semana. La célula se divide
1/1 — 1/3  dependiendo del crecimiento celular. La
productividad se prueba una vez a la semana por medio de
andlisis SDS-PAGE. Los sobrenadantes son almacenados en -20°C
hasta purificacién. La prueba de micoplasma de cultivos
corridos es hecha una vez a la semana.

Los.anticuerpos son purificados usando Proteina A o
G Sepharose FF (GE-Healthcare) por medioc de Akta Explorer 100
System (GE—Healthcarej. Las columnas son empacadas
individualmente para cada purificacidédn. E1l tamafo de columna
es ajustado a la productividad esperada y tamafio de cada lote
(usualmente 50- 500 mg). Las soluciones que contienen proteina
son mantenidas en hielo o en 4°C donde sea posible. Los

amortigusdores estériles y agua doblemente destilada son
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usados para el proceso completo.

una memorana 0.22 pm y se cargan en la columna. Después se
lavan con 8 volumenes de columna (CV) 50 M POy, pH 8.5 el

anticuerpo es eluido dentro de 10 CV 100 mM Glycin, pH 3.3.

Las fracciones de eluido SOn oLra vez amortiguadas
inmediatamente a pH neutral por agregar 1/5 1M Tris pH 8.0 (1
ml Tris por 4 ml de fraccidn eluida) y se analiza por rSDS-

puro son agrupadas, dializadas contra PBS en 4°C y se filtran
estérilmente.

Los reqguerimientos del sistema de amortiguador son
ajustados de acuerdo a las propiledades individuales de cada
nticuerpo. En particular, el anticuerpo 11DS de IgG2a de rata

es enlazado a la matriz de ProteinG 4 FF (GE-Healthcare) vy se

lava bajo condiciones concentradas en sal (NaCl 2M). El
anticuerpo IgGl 11B7 de vate es purificado por medic de
rProteinA (GE-Healthcare) bajo condiclones concentradas en sal

de acuverdo a 11D5. La elucién del anticuerpo es realizada en

de rate tiene gue ser mantenida baja para incrementar la

Como una segunda etapa de purificacidén ya sea la
cromatogratia de intercambio de  lones (hajo condiciones
individuales, adecuadas) o cromatografia de exclusién de
tamano preparativo (PBS, pH 7.4) pueden ser iim

El protocolo esténdar para control de calidad de los

anticuerpos purificados incluye:

. analisis de gel rSDS-PAGE; tefiido con Coommassie o
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plata

o prueba BCA (Pierce BCA kit de ensayo de

proteina BCA; esténdar IgG de rata #31233)

. Exclusidén de tamafio analitica (Superdex 200 Tricorn

1

10/300 GL, ~250 mg en 250 pl; 0.5 ml/mmin, Akta

Explorer 100)

(LAL, Cambrex QCL-1000® ensayo de

punto final de Chromogenic LAL #US50-648U)

* Iinsayos de actividad a base de células (enlace FACS:

pAkt; pAXL)

Los anticuerpos purificados son almacenados en PBS,

pH 7.4, bajo condiciones estériles en 4°C & -20°C dependiendo

de su estabilidad.

17D. Detesrminacién de afinidad de anticusrpo por FACS

Scatchard

Se cosechan las células NIH3T3 de sobreexpresién de

AXL humano por incubacién con 10 mM de EDTA en PBS y se

vuelven a suspender en 6 células por ml en

amortiguador FACS (PBS pH 7.4, 3% de FCS, 0.1% de NaN3). En

una placa de microtitulo de redondo,

100 pl de

|

suspensidn celu solucidn de

=

a se agregan a 100 pl de

anticuerpo la cual contiene los anticuerpos 11B7, 11DS5,

chllB7-IgG2 6 chllD5-IgG2 en concentraciones entre 40 y 0.002

pg/ml (266 y 0.01 nM) en amortiguador FACS. Se permite gue

proceda el enlace de anticuerpo por 2 horas en hielo.

Entonces, se lavan las c¢élulas dos

Q

veces con

250 pl de

amortiguador FACS por pozo, y se vuelven & suspender en 200 pl

de anticuerpo secundario (anti-rat-PE; Jackson) diluido 1:50

en amortiguador FACS. Después de 45 minutos de incubacién, las

células son lavadas otra vez dos veces en amortiguador FACS vy
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grafican los valores de fluorescencia media contra la

croporcidén  de  fluorescencia media y la  concentracidén de
anticuerpo correspondiente ((M)) Se enlista a continuacidn

las Kpapp calculadas a partir de la pendiente inversa de la

linea recta:

Clon Valor Ky (nM)

1187 0.38
Chl1B7-IgG2 0.6

11DS O.él
ChllD5-IgG2 0.9

18. Quimerizacidén de los anticuerpcs anti-RXL de rata

Los genes IgGl/2 de cadena ligera y cadena pesada
kappa humanas son clonados de las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC por sus siglas en inglés) de un
voluntario humanc como se describe posteriormente:

Se preparan las PBMC a partir de sangre entera: se

—

diluye la sangre 1/2,5 en PBS/EDTA 2mM con 10 U/ml de heparina
en RT, se estratifica sobre 15 ml de solucidn Biocoll cubierta
por un diafragma (35 ml/tubo) (Bioccoll de Biochromm #L6115).
Las muestras se centrifugan en RT por 30 minutos en 400 xg y
se desecha el suero (~15 ml). La interfase que conitiene PBMC
es recuperada cuidadosamente usando una pipeta Pasteur. Se
lavan los PBMC 2 x en PBS/EDTA 2 mM (primer lavado 100 ml,
segundo lavado 50 ml) y se agita en 300 xg por 10 minutos. Se
vuelve a suspender el grénulo celular en RPMI/FCS al 10% (25

ml) y produce 5.5x10’ PBMC.

Se prepara el ARN a partir de PBMC usando un kit
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Rneasy de Qiagen (#75142) de acuerdo a las instrucciones del
fabricarte. Sé almacena el ARN purificade (30 pg) en alicuotas
en -80°C.

El ADNc para anticuerpo IgG gamma 1 y 2 asi como
también las cadenas kappa son preparadas de ARN aisladas por

RT-PCR  usando transcriptasa inversa Superskript IIT
(invitrcgen # 18080-93) de acuerde a las instrucciones de
fabricante usando los cebadores siguientes:
1) RT-gamma: GCG TGT AGT GGT TGT GCA GAG
2) RT-gammaZ2: GGG CTT GCC GGC CGT G
3) RT-kappa: TGG AAC TGA GGA GCA GGT GG
4) 5°'Blp: AGA TARA GCT TTG CTC AGC GTC CAC CAA GGG CCC ATC
GGT
5) 3"Bam (GAG): AGA TGG ATC CTC ATT TAC CCG GAG ACA GGG AGA
G
6) 6'Bsi: AGA TAA GCT TCG TAC GGT GGC TGC ACC ATC TGT CTT
CAT
7) 3'Bam (CTT): AGA TGG ATC CCT AAC ACT CTC CCC TGT TGA AGC
TCT
Se disuelven los cebadores en 100 puM. Se realizan
las reacciones RT-PCR wusando 2pmcl de oligo RTy vy RTk
respectivamente, agregando 1 pg de ARN, 10 mM de mezcla d
se calienta por 5 minutos a 65°C. 4 pl de amortiguador de

rimera cadena, 1 pl de DTT 0.1M, 1 pl de inhibidor de Rnase

(40 U/pl Fermentas #E00311) y 2 pl de Superscript III RT se
agregan, se mezclan y se incuban en 50°C por 1 hora seguido

por una etapa de inactivacidén de calor por 15 minutos en 70°C.
2 pl de la primera reaccidn en cadena se usan para
la segunda etapa de PCR usando Taqg polimerasa (EBEurochrom i

EMEO10001) para producir ADN de doble cadena de dominios
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constantes de anticuerpos. Se usan el cebador 5'Blp y 3 Bam

(GAG) para amplificar la cadena y y se usan 5 'Bsi y 3 Bam

D
(9]
a1}
ey
@
jou}
s}
)

(CTT) para amplificar las regiones de constantes d
usando las siéuientes fijacicnes PCR:

amplificacidén de cadena x

94°C 120 segundos

94°C 30 segundos

55°C 30 segundos

72°C 45 segundos ciclo 35 veces
72°C 10 minutos

amplificacién de cadena 7y

94°C 120 segundos

94°C 30 segundos

45°C 30 segundos

72°C 60 segundos ciclo 5 veces
94°C 30 segundos

50°C 30 segundos

72°C 6 segundos ciclo 35 veces

72°C 10 minutos

Se analizan los productos PCR en un gel de agarosa

al 2

o\

amortiguadeo con TAE. Una sola banda de ~350 pb para la
cadena ligera kappa y una socla banda de ~1000 pb para las
cadenas pesadas yl y y2 son encontradas. Los productos PCR son
purificados por kit de extraccidn de gel OQiagen (QIAGEN,

#28784) d

acuesrdo a las inscrucciones del fabricante. Para

¢t

clonar los fragmentos de PCR en el sitio de clonacién multiple
del vector pcDNA3 (Invitrogen), vector pcDNA3 y fragmentos PCR
son digeridos con endonucleasas de restriccidédn HindIII (57) vy

BamHI (3°). Los sitios de restriccidén son codificados dentro

de los cebadores PCR. Los fragmentos digeridos son purificados
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usando el kit de purificacidén Qiagen PCR (QIAGEN 28104) y ADN
el cual codifica las cadenas vyl, y2, x son ligadas en el
vector pcDNA3 el cual facilita la ADN ligasa T4 en 16°C
durante la noche. La ligasa es inactivada por 10 minutos en
65°C. Los plasmidos de ADN ligados son transformado

directamente en. E. coli
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estédndar y se coloca en placas en placas Lb gue contienen
ampicilina. Después de la incubacidén en 37°C durante la noche
se toman colonias sencillas, se suspenden en 10 pl de H,O y se

prueban para contener la cadena de anticuerpo respectivo gue

0

porta plasmido por PCR (5 pl células uspendidas, Taq
polimerasa, cebador 5Bip y 3Bam (GAG) vyl/y2 y. 5Bsi y 3Bam
(CTT) para colonias «:

94°C 120 segundos

94°C 30 segundos
55°C 60 segundos ciclo 35 veces
72°C 10 minutos

Se analizan las muestras en 1.5% de gel de agarosa
para productos PCR. Las colonias dque contienen el gen de

anticuerpo son seleccionadas para d1nocular 5 ml de medio

noche se cosechan E. coli y se prepara el ADN usando el kit
Qiagen miniprep (QIAGEN, #12123). Una digestidn de control
(HindIII, BamHI) muestra todas las inserciones de gen de

Liilian

cadena x y v en el tamafio esperado; se  verifican las

PCDNA3 para producir los anticuerpos de longitud completa

quiméricos. Se amplifican los dominios VL variables con los
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siguientes cebadores, los cuales contienen un sitio HindIII y
Bsml en el extremo 5° y un sitio BsiWI en el extremo 37:

VL-11B7-5": AGA TAA GCT

=3

GT GCA TTC CGA CAT CCA GAT

GAC CCA GGC TCC

VL-11B7-3: AGA TCG TAC GTT TCA GCT CCA GCT TGG TGC

CTC

VL-11D5-5: AGA TAA GCT

=3
Q)
=
Q
O
=
|
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Q
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e
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CCA GAT
GAC CCA GTC TCC ATC

VL-11D5-3": AGA TCG TAC GTT TCA GCT TGG TCC CAG
£

Se amplifican los dominios VH variables con los

siguientes cebadores, los cuales contienen un sitio HindIII vy
Bsml en el exfremo 57 y un sitio Blpl en el extremo 3°

VH-11B7/11D5-5": AGA TAA GCT TGT GCA TTC CGA GGT GCA
GCT TCA GGA GTC AGG

VH~-11B7/11D5-3": AGA TGC TGA GCT GAC AGT GAC CAT GAC
TCC TTG GCC

BsiWI para la cadena ligera y Bipl para la cadena
pesada son sitios sencillos en el extremo 5° de las regiones
constantes para permitir la
de los genes de dominio variables.

Fusionados a la secuencia lider SEQ ID NO: 69

derivados del vector pLNOH2 (Norderhaug et al., J. Immunol.

1

Methods 204, 1997: Neuberger EMRO J.

1
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963)
son clonados genes que codifican las cadenaé de anticuerpo
quiméricas en el sistema de vector pCEP para expresién
recombinante. Los genes de cadena ligera son clonados Nhel
(57) y Xhol (37) en pCEP4 (Invitrogen) genes de cadena pesada
(57) y Xhol (37) en pCEP-Pu (Kohfeld FEBS Vol 414; (3) 557f,
1997) .

Las células HEK 293 sembradas en placas 20 x 20 son
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cotransfectadas con 1 pg/ml de cada plésmido el cual codifica
para genes de cadena ligera y pesada usando wétodo de

transfeccidn de CaP0O, esténdar para expres

/)

i6n temporal. Las
condiciones de cultivo son 37°C, CO, al 5% en medio
concentrado en glucosa DMEM/F12 el cual contiene 5% de IgG
FCS bajo, 1% de pirovato, 1% de glutamina, 1% de
penicilina/estreptomicina. 24 horas después de que el medio de

n es intercambiado por medio fresco. Se recolectan

Cn

transtecci
los sobrenadantes cada 2-3 dias por aproximadamente 3 semanas.
Los anticuerpcs guiméricos son purificados a partir de
aproximadamence 600 ml sobrenadante utilizando 1 ml de
columnas Hitrap rProtein (GE-Healthcare) bajo condiciones de
amortiguado esténdar (carga: 50 mM Tris; pH = 8.5, lavado: 50

mM POg; pH= 8.5, elucidn: gliclina 100 mM; pH 3.3) como se

f}

describe para la purificaci

+

de anticuerpo de rata.

Ejempla 19: Humanizacién de dominics variables d

o

anticuzrpo

anti-A¥L de rata

—

Las regiones wvariab de rata de los anticu

(]

rpos
quiméricos son comparadas a secuencias de linea germinal de
anticuerpo humano en el nivel de proteina por medio de una
busqueda LAST para dominiocs de inmunoglobulina La
contraparte humana mas cercana dentro de los genes V, en el
cual la adicidn tiene longitudes de circuito CDR idénticos es
identificado. Los segmentos D y J asociados son seleccionadoes

de la base de datos V-BASE (http://vbase.mrc-cpe.cam-ac.uk/)

de acuerdo a su homelogia a las secuencia de rata en un

(U]
[N

procedimiento de anélogo.

Para los dominios variables de rata de los

Q

anticueros 11B7 y 11D5 se encuentran las siguientes secuencias

oo © .
L

de linea germinal humana de mejor fijacidn (segmentos V, D vy
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J) y se definen como cuadro humano:
VL11B7hum: Vx1-012 “Jkl
VH11B7hum: VH4-59 + D4-4 (cuadro de lectura 3) -+ JH4

VL11D5Shum: Vxk1-L1 + Jx4

VH11B5hum: VH4-59 + D4-4 (cuadro de lectqra 3) + JH4
Las secuencias lider para los dominios variables
humanizedos son adoptadas a partir de las secuencias de genes
V de linea germinal asocladas como se selecciona. Los
residuos CDR de anticuerpos anti-AXL de rata definidos de

acuerdo a Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interes, quinta edicidén, no. de publicaciédn NIH
91-3242, 1991) son injertados en cuadros de linea germinal

humanos para especificidad anti-AXL para obtener la versidn

humanizada final de anticuerpos anti-AXL humllB7 y humllD5.

AXL humanizados humllB7 y humllD5 son como a continuacidn:

Las secuencias de proteina son traducidas de nuevo
en secuencias de ADN. Las secuencias de ADN son optimizadas
por CCDON para expresidn recombinante en células mamiferas
usando la base de datos Kazusa-Codon-Usage. Las secuencias de
ADN resultantes para los anticuerpos aniti-AXL humanizados son

como a continuacidn:

Las secuencias de ADN optimizadas que codifican

I_l
»)
0

anticuerpos anti-AXL humanizados son  sintetizadas por un
método PCR a base de oligonucledtidos de trasiape.

Se clonan los genes VL en el vector pCEP4 utilizando
el plésmido de la construccién de anticuerpo quimérico

pCEP4_chilB7kl. Los sitios de clonacidén son Nhel (57) y BsiWI

(37) los cuales son ya incluideos en los

Jjenes sintetizados de

[__)

los anticuerpos humanizados. Los genes VH son clonados en el
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vector de cadena pesada quimérica correspondiente pCEP-

(ras]

PU chllB7gl utilizando Kpnl (57) vy Blpl (37) como sitios de

restriccidn. La optimizaci
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clonacién y verificacidn de secuencia se realiza en Eurofins
Medigenomix GMBH, Martinsried, Alemania.

Ejemplc 20: Los anticuerpos anti-3AYL quiméricos v de rata da

la invencidn inhiben la fosforilacién AYL inducida por ligandoe

in vitrco a grads similar

Los derivados quiméricos de los anticuerpos anti-AXL
de rata 11B7 y 11D5 son generados como parte de esta invencién

los

~-

(ver posteriormente). Con el fin de investigar s
anticuerpos anti-AXL de rata de la invencidén y los anticuerpos
anti-AXL quiméricos correspondientes son capaces de inhibir la

activacidn AXL mediada por 1i Gas6 in vitro a un grado

LQ
,_)
Q,
O

similar, se realizan los experimentos ELISA en las células de

utero CaSki. La activacidédn AXL mediada

D
l_l

céncér del cuello d
por Gas6t es por lo mismo detectada por fosforilacidén de
tirosina receptora incrementada. En resumen, en el dia 1 se
siembran 3x10% células por pozo en medioc de crecimiento normal
en placas de 96 pozos de linea inferior plano. Al dia
siguiente, se reemplaza el medioc por medic libre de suero para
cosechar las células durante la noche por 24 horas. También
durante 1la noche, las placas de 96 pozos Maxi-Sorp negras
(Nunc) son recublertas con anticuerpo anti-fosfo-tirosina de
ratédn 4Gi0 en 2 pg/ml de PBS vy 4°C. En el dia 3, la solucidn
de anticuerpd 4G10 es removida y se bloquean los pozos Maxi-
Sorp con PBS, 0.5% de BSA por al menos 4 horas en temperatura
ambiente. En paralelo, las células son preincubadas con 50
ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 750 ng/ml, 1 pg/ml y 10 pg/ml de

anticuergo 11B7 anti-AXL de rata o anticuerpo chllB7 anti-AXL
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trata subsecuentemente con o
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remueve entonces el mdio y se lisan las células en
amortiguador de lisis (HEPES 50 mM, pH 7.5, 150 mM de NacCl,

EDTA 1 mM, 10% de glicerina, vy 1% de Triton X-100)

complementado con fosfatasa e inhibidores de proteasa (NagP,04
10 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 wmM, 1 mM de

ortovanadato, NaF 1 mM, y aprotinina al 0.5%) por 30 minuvutos

en hielo. Mientras tante, se remueve el amortiguador de

lavado (PBS, 0.05% de Tween 20), antes de que se transfieran

los lisados y se incuben durante la noche en 4°C. Después se

lavan las placas 6x con amortiguador de lavado en el dia 4, se
incuban los pozos con anticuerpo anti-AXL de rata bioestafiado
12B7 en 0.5 pg/ml PBS por 2 horas en temperatura ambiente. Las

placas se lavan 6x con amortiguador de lavado y se agrega

o]

¥

estreptavidina conjugada AP (Chemicon #SA11l) diluida 1:4,000
en PBS a cada pozo y se incuka por 30 minutos ein
ambiente. Después de esto, se lavan los pozos 6x con
amortiguador de lavado y se agrega solucidn de substrato
AttoPhos (Roche #%11681982). Usando un lector de placa Victor
(Perkin Elmer), se recolecta la fluorescencia de cada pozo en

una longitud de onda de excitacidn de 430 nm y una longitud de

onda de emisidn de 580 nm.

=

Las "iguras 17RA-17B nuestran los resultados
representativos de este experimento para la linea celular de
cancer del cuelloc del utero CaSi. Como se demuestra por la
disminucidn dependiente a concentracidn de la fosforilacidén de

AXL relativa, el anticuerpo 11B7 anti-AXL de rata (figura 17A)

y el anticuerpo chllB7 (figura 17B) anti-AXL guimérico de la
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invencidn son capaces de bloquear la activacién inducida por
ligando del receptor de tirosina quinasa Axl a un grado
similar. Los efectos comparables que aplican a las mismas

elular

l_x\
.QJ

fijaciornes ezperimentales son observadas con la 1

de melanoma C-8161.

~

Ejempl:s 21, Anticuerpos anti-2XL gquiméricos v de
£

rata de la invencién inhiken la fosforilasién de MAP-gquinasa

p42/p44 inducida por ligando in vitre a un grads similar

Para wverificar si adicionalmente los anticuerpos
anti-AXL de rata de la invencidén y los anticuerpos anti-AXL

quiméricos correspondientes de la invencidén son también

capaces de inhibir la activacidén inducida por Gas6é de pd2/pd4

grado similar, se realizan los experimentos ELISA. Aqui, 1la

activacidn de MAP-quinasa p42/pdd inducida por Gas5 se detecta

Fh

por fosiorilacidén de proteina incrementada (Thr202/Tyr204). En

resumen, en el primer dia, 2%10% células pPOor pozo se siembran
en placas de 96 pozos de linea inferior plano. Al dia
siguiente, se reemplaza el medioc de crecimiento normal por

medio libre de
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Después de lo mismo, las células son pre-incubadas con 50
ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 750 ng/ml, 1 pg/ml, v 10 pl/ml de
anticueroc 11B7 anti-AXL de rata &6 anticuerpo chllB7 anti-AXL
gquimérico por 1 hora en 37°C y entonces se trata con o sin 400

ng/ml de Gas6 (R & D Systems) por 10 minutos en 37°C. Se
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remueve el medio y se fijar
en PBS (pH 7.5) por 30 minutos en temperatura ambiente. La
solucidén de formaldehido se renueve y las células se lavan dos
veces con amortiguador de lavado (PBS, 0.1% de Tween 20). Las

células son detenidas con 1% de H;0,. 0.1% de NaN3 en
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amortiguador de lavade y se incuba por 20 minutos en
temperatura ambiente. Después de esto, se remueve la soluciédn
de detencidén vy se lavan dos veces las -células con
ancrtiguador de lavado y se bloguean con PB5, 0.5% de BSA por

4 horas en temperatura ambiente. ELl anticuerpo primario MAP

quinasa anti-fosfo-p42/pdd (Thr202/Tyr204) (conejo policlona:
sefializacidén celular 9101) diluido 1:1,000 en PBS, 0.5% de

en 4°C. En el dia 4, se remueve la solucidén de anticuerpo y se
lava la placa 3x con amortiguader de lavado. El anticuerpoa
secundario anticonejo conjugado a HRP (Dianova #111-036-045)

diluido 1:2,500 en PBS, 0.5

oe

de BSA, 0.05% de Tween 20, EDTA 5

de lavado por 5 ninutos cada unao. Se agrega
tetrametilbencidina (TMB, Calbiochem) y se monitorea en 620
nm. Se detiene la reaccidn por adicidén de 100 pl de 250 nM de

HCl y se lee la absorbancia en 450 nm con una longitud de onda

1

de referencia de 620 nm usando un lector de placa Vmax (Thermo
Lab Systems) .

Las Figuras 18A-]18R muestra resultados
tivos de este experimento. El anticuerpo anti-AXL de
Li-AXL quimérico
chllB7 (figura 18B) de la invencidn son capaces de bloguear la
activacidn inducida por Gas6 de p42/pldd4 MRP-guinasa en
células cancerigenas cervicales CaSki a un grado similar como
se indica pof la disminucién dependiente a concentracidn de la
fosforilacidn de MAP-quinasa p42/pdd relativa.

Ejemplce 22. Los anticuerpos anti-A¥L de rata ds la invencién

forman sinergia con agentes ¢uimicterapéuticos para sclucionar
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la resistencia de farmaco in vitro

invencion cambian para inter
mediada por Gas6 de fibroblastos NIH3T3-Axl cl.7 cosechados
con suero, se origina la pregunta, si los ticuerpos anti-AXL
antagonistas pueden formar sinergia con agentes
gquimioterapéuticos para inducir la apoptosis, por lo mismo

contribuyendo a solucionar la resis

ejemplo, las células NC1/ADR-RES (ncmbradas originalmente MCF-

7/AdrR) - linea celular de céncer ovarico (Liscovitch and
Ravid, 2007, Cancer Ltters, 245, 350-352) que exhiben un alto
nivel de resistencia a varios agentes incluyendo doxorubicina

(Fairchild et al., 1987, Cancer Research, 47, 5141—5148, Xu et

al., 2002, The Journal of Pharmacolo

\___1
L/‘
oY
]
0,

xperimental

N

Therapeutics, 30
11B7 anti-AXL antagonista y/o doxorubicina, y las proporciones
de apoptosis son determinadas por tincidén de TUNEL. En
resumen, 3x10° células NCI/ADR-RES en medio de crecimiento
normal son sembradas por po de un portaobjetos de cultivo de
8 cémaras (BD Falcon, Cat# 354118) el cual es pre-incubado con
el mismo medio por 1 hora en 37°C. A la siguiente manana, se

remueve el medio de crecimiento normal y 1 células se lavan

fll

con y se& cultivan en medico reducido en suero (0.5% de FCS). En

la tarde, el anticuerpo de control isotipico 1D5 o el

anticuerpo 11B7 anti-AXL antagonista son agregados a 1

concentraciones final de 10 pg/ml cada uno. En la mafiana
del dia 3, se agrega la doxorubicina en concentraciones
finales de 100 pM, 150 pM, &6 200 puM, y se incuban las células

en 37°C. Después de 24 horas, se enjuagan las células una vez

con PBS, se fijan con 4% de formaldehido en PBS (pH 7.5) por
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20 minutos en temperatura ambiente, se secan al aire por 5
minutos, y se almacenan en -20°C. Usando el kit Fluc celn-
FragbeL™ disponible comercialmente (Oncogene, cat#QIA39,

manual del proveedor (capitulo “Fluorescein-FragEL™ de las
preparaciones celulares fijadas en portaobjetovs, pagina 10).

<
4

Aplicando la microscopia de lucrescencia, =se analizan las
células y se toman las fotos.

La Figura 19 mnuestra resultados representativos de

este experimento. Ninguna tincidén TOUNEL, vy por lo tanto
ninguna apoptosis, se observa con las células de céncer de
ovario  NC1/ADR-RES que son tratadas con 100 uM de
doxorubicina, independientemente de si 1 células han sido
coincubadas con anticuerpo de control o el anticuerpo anti-AXL
antagonista 11B7 (linea supericr). Sin embargc en una
concentracién de 150 pM de doxorubicina, solamente apoptosis
de muchas: semanas puede ser detectada en las células

cotratadas con anticuerpo de control, mientras que la

@
—

coincubacidn . con anticuerpo 11B7 anti-AXL antagonista
resulta en una induccidn substancial de apoptosis (linea
edia). También en la presencia de 200 pM de doxorubicina, la

lulas con 11B7 incrementa

(T)\

co—incubaciéﬁ de las
significativémente las proporcicones de apoptosis como se
compara con las células que son incubadas con'anticuerpo IgG
de control (linea inferior), indicando que el co-tratamiento

de incluso maltipl células resistentes a

('D

agentces guimicterapeucicos y anticuerpos anti-AXL antagonistas
de la invencidén pueden ser adecuados para solucionar la

resistencia a fdrmacos.
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Ejemplo 22. Loz anticusrpos anti-AYL de rata d2 la invencidn

forman sinergia con agentes cquimicterapéuticos para reducir el

crecimiento de colonias independisnte a anclaje in vitro

Se realizan los ensayos de agar suaves con el fin de

¢

investigar la capacidad de los anticuerpos anti-AXL de la

invencidédn para inhibir el crecimiento celular independiente a
anclaje vya " sea solo o en combinacién con los agentes
guimioterapéuticos. El ensayo de formacidén de colonias de

agar suave es un ensayo 1n vitro esténdar para probar las
células trénsformadas, va que solamente las células
transformadas son capaces de crecer en agar suave.

En resumen, las células de mnelanoma 750 C-8161 vya
sea si permanecen no tratadas o son preincubadas con el
anticuerpo 11B7 anti-AXL de rata antagonista en 15 pg/ml en

nedio IMDM (Gibco) por 30 minutos en 37°C. Subsecuentemente,

.

las células son combinadas con solucién de agar Difco noble lo
cual resulta en 50 pl de suspensién celular de agar superior
en concentraciones de Agar, FCS, y 11B7 de 35% , 0.2% y 7.5
ug/ml, respectivamente. Esta suspensidn celular es colocada en

placa en la parte superior de 50 pl de 0.7% de capa de linea

infericr de agarosa la cual contiene 20% de FCS, y se cubre
finalmente <¢on otros 50 pl de una solucidn de capa de
alimenteacién que contiene 0.2% de FCS asi como también

cisplatina de acuerdo a las concentraciones. En el total de
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150 pl por muestra,
cisplatina son 2.5 pg/ml y 1.5 pM, 1.0 puM, 0.75 uM, 0.5 uM, &
0.25 pM, respectivamente. Se permite que se formen las

colonias por 5 dias y son tefiidas entonces con 50 pl de MTT

de camara HTS Scanalyzer junto con el software de formacidn de
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colonias HTS Bonit (Lemnatec, Wuerselen), se analiza el efecto

del anticuerpo 11B7 anti-AXL de rata antagonista en la
ausencia o presencia de cisplatina por triplicado.

Las Figuras 20A-20B muestran resultados

reflejan tanto los numeros absolutos gue son medidos

(figura 20A) y la inhibicidén de crecimiento relativa

(figura 20B) ejercida por cisplatina y/o los
anticuerpos anti-AXL 11B7 antagonistas. Como se
compara con células de control no tratadas, la
incubacidén con cisplatina lleva a la retardacidén de

crecimiento de colonias en una orima dependiente a

dosis. En linea con el efecto inhibitorio de 11B7 solo

en el intervalo de 30%, la combinacidn con el
anticuerpo 11B7 anti-AXL antagonista resulta en un
efecto 1inhibitorio significativamente potenciado de

cisplatina en crecimiento de agar suave de células de
melanoma C-8161, particularmente en concentraciones
menores de cisplatina.

Ejemplc 24. Los anticusrpos anti-A¥L de rata de la invencién

forman sinergia con agentes anti-neopléasticos para reducir los

fendmancs relacionados a tumor

tos sinergisticos

En los ejemplos previos, los efec
de anticuerpos anti-AXL  antagonistas de la invencidn

coadministrados con doxorubicina han sido observados con
respecto a induccidn de apoptosis y solucionar la resistencia
a farmeco en células cancerigenas resistentes a multiples

fadrmacos tales como la linea celular de céncer de rio

o}
o]
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NCI/ADR-RES. Por otra parte, los efectos de combinacién de
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anticuerpos anti-AXL antagonista de la invencidn y cisplatina
para reducir el crecimiento de colonias independiente a
anclaje son detectados con la linea celular de melanoma C-
3161. Por lo tanto, los e
apoptosis en y/o solucionar la resistencia a farmacos de

células tumorales, supresidén de sobrevivencia de células

tumorales, inhibicidén de crecimiento de células tumorales y/o
proliferacidén, reducir 1la migracidn de células tumorales,

dispersidén y m

([)

tastasis, o dafar la angilogénesis de tumor son
para ser esperados cuando las células cancerigenas o pacientes
gque sufren de enfermedades de cancer son tratados con
anticuerpos anti-AXL antagonistas en combinacidn con radiaciédn
y/o unc o mds agentes anti-neoplédsticos adicionales. En
particular, los e
apoptosis en y/o solucionar la resistencia a
células tumorales, suprimir la sobrevivencia de células
tunmorales, inhibir el crecimiento de célula tumoral y/o
eracidén, reducir la migracidén de células tumorales,

dispersidn y metdstasis, o daflar la angiogénesis tumoral son

para ser esperados cuando las células de melanoma o pacientes
que sufren de melanoma son tratados con anticuerpos anti-AXL
antagonistas en combinacidn con radiacid v/o ualesquiera
agentes anti-neoplésticos adicionales, lo cual es
preferentemente pero no limitado a cisplatina, dacarbazina,
temozolomida/temnodal, muforan/fotemuscina, paclitaxel, e}
docetaxel. Adi almente, los efectos sinergisticos para

inducir la apoptosis en vy/o solucionar la resistencia a

h

armacos de células tumorales, suprimir la sobrevivencia de

células tumorales, -inhibir el crecimiento celular tumoral y/o

—

proliferacién, reducir la migracién de a célula tumoral,
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para ser esperados cuando las células de cancer de ovario o
pacientes que sufren de cancer de ovario son tratados con
ar lerpos anti-AXL antagonistas en combinacidn con radiacidn

es preferentementce pero no limitado a doxorubicina,
cisplatina, carboplatina, paclitaxel, docetaxel, melfalan,
altretamina, topotecan, ifosfamida, etopdsido, o) 5-

fluorourzacilo. Adicionalmente, los efectos sinergisticos para
inducir la apoptosis en y/o solucionar la resistencia a
fadrmacos de células tumorales, suprimir la sobrevivencia de
célula tumoral, inhibir el crecimiento celular de tumor y/o
proliferacién, reducir la nmnigracién de célula tumoral,
dispersién y metédstasis o dafiar la angiogénesis tumoral son
para ser esperados cuando las células de céncer de prdstata o
pacientes gue sufren de céancer de préstata son tratados con
anticuerpos anti-AXL antagonistas en combinacidén con radiacidn
y/o cualesquiera agentes antineoplastico adicional el cual es
preferentemente perc no limitade a mitozantrona, doxorubicina,
paclitaxl, docetaxel, o vinblastina. Por otra- parte, los
efectos sineigisticos de células tumorales, para inducir la
apoptosis en y/o solﬁcionar Lla resistencia a féarmacos de
células tumorales, suprimir la sobrevivencia de célula

tumoral, inhibir el <crecimiento de célula tumoral vy/o

proliferacién, reducir la migracidén de célula tumoral,
dispersidén y metdstasis o dafar la angiogénesis tumoral son
para ser esperados cuando las célulaé de céancer
gastrico/estomago o pacientes qpienes sufren de céancer
gdstrico/esténago Sor tratdos con anticuerpos anti-AXL

antagonista en combinacidén con radiacidén y/o cualesquiera
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agentes anti-neoplasticos adicionales el cual es
prefe rentement pero no limitade a 5-fluorouracilo, mitomicina
cC, isplati na, doxorubicina, mecotrexato, etopdsido,
leucovorina, epirubicina, paclitaxel, docetaxel, o irinotecan.
Tampbién, los efectos sinergisticos para inducir la apoptosis

en y/o solucionar la resistencia a farmaco de células
tumorales, suprimir la sobrevivencia de células tumorales,

inhibir el crecimiento de células tumoral
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reducir la migracién d células tumorales, dispersidén vy
metastasis, o daflar la anglogénesis de tumor son para ser
esperados cuando las células de cédncer de mama o pacientes que
sufren de céncer de mama son tratados con anticuerpos anti-AXL

antagonistas en combinacién con radiacién vy/o cualesquiera

agentes anti-neoplédsticos el cual es pref
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limitado a dozorubicina, epirubicina, paclitaxel, docetaxel,
ciclofosfamida, 5-fluorouracilo, gemcitabina, capecitabina,
vinorelhina, o trastuzumab. Adicionalmente, los efectos
sinergisticos para inducir la apoptosis en y/o solucionar 1la
resistencia de farmacos de célula tumorales, suprimir la

sobrevivencia de células tumorales, inhibir el crecimiento de

ﬁ
T

células tunorales y/b proliferacidén, reducir la migracidn de
células tumorales, dispersidén y metédstasis, o dafar 1la
angiogénesis de tumor son para ser esperados cuande las
células de cancer del cuelloc del UGtero o pacientes quienes
sufren de cancer del cuello del Vtera son tratados con
anticuerpos anti-AXL antagonistas en combinacidédn con radiacidn
y/o cualguier agente antineopléasico adicional el cual es
preferentemente pero no limitado a cisplatiga, i

irinotecan, S5-fluorouracilo, paclitaxel, docetaxel,

gemcitabina, © topotecan. Por otra parte, los efectos
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sinergisticos para inducir la apoptosis en y/o solucionar la
resistencia a férmaco de células tumorales, suprimir la
sobrevivencia de células tumorale inhibir el crecimiento de

angiogénesis de tumor son para ser esperados cuando las

cancer pancreatico son tratados  con anticuerpos anti-AXL
antagonistas en combinacidn con radiacidén y/o cualesqguiera
agente anti-neoplastico adicional el cual es preferentemnente

flucrocuracilo. Finalmente, pero no excluyendo otros tipos de

cédncer, los efectos sinergisticos para inducir la apoptosis en

suprimir la sobrevivencia de <células tumorales, inhibir el

crecimiento de células tumorales y/o proliferacidn, reducir la

migracién de células unorales, dispersidn y metéstasis, o

dafiar la anglogénesis de tumor son para ser esperados cuando

las células de cancer o pacientes gue sufren de céncer de
pulmén son tratados con anticuerpos anti-AXL antagonistas en
combinacién con radiacidn y/o cualesquiera agentes anti-

neoplasticos adicicnales el cual es preferentemente pero no

linitado & cisplatina, cerboplatina, doxorubicina, paclitaxel,

gemcitabina, mecotrexato, ciclo

topotecan.
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FEIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal caracterizado porgue
enlaza al dominioc extracelular de AXL y por lo menos inhibe
parcialmente la actividad de AXL.

2. El anticuerpo monoclonal de conformidad con la
reivindicacidn 1, caracterizado porgue reduce y/o bloguea la
transduccidn de sefial mediada por AXL.

3. El anticuerpo monoclonal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-2, caracterizado porgue
reduce y/o blogquea la fosforilacién de AXL.

4. "El anticuerpo monoclonal de con
cualguiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porgue

reduce y/o bloguea la proliferacidén celular.

5. El anticuerpo monoclonal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizado porgue
reduce vy/o bloguea la angiogénesis.

6. El1 anticuerpo monoclonal de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque

reduce y/o blogquea la migracidén celular

7. . El anticuerpo monoclonal de conformidad con
cuélquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque
reduce y/o bloquea la metéstasis tumoral.

8. El anticuerpo monoclonal de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizado porgue
reduce y/o bloguea la anti-apoptosis mediada por AXL.

cuerpo monoclonal de conformidad con

l_x.

9. El ant

cualquiera de las reivindicaciones 1-8, caracterizado porque

’

reduce y/o bloquea la seflalizacidén de P13K mediada por AXL.

10. El1 anticuerpo monoclonal de conformidad con
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cualquiera de las reivindicaciones 1-9, caracterizado porque
es un anticuerpo recombinan
anticuerpo quimérico, un anticuerpo multiespeci
fragmento de los mismos.

11. El anticuerpo monoclonal de conformidad con la
reivindicacién 10, caracterizado porque es un anticuerpo
quimérico y comprende una secuencia de aminoadcidos de cadena
pesada seleccionada del grupo el cual consiste de SEQ ID NO:
38, 39, 41, 42 o por lo menos el dominio variable de la misma,
0 una secuencia de aminoacidos la cual tiene una identidad de
secuencia de por lo menos 90% para la misma y/o una secuencia
de aminodcidos de cadena ligera seleccicnada del grupo el cual
consiste de‘lSEQ ID NO.37, 40 o por lo menos el dominio
variable de la misma o un amincédcido el cual tiene una
identidad de secuencia de por lo menos 90% paré la misma o un
anticuerpo el cual reconoce el mismo epitopo en el dominio
extrace.ular de AXL.

12. El anticuerpo monoclonal de conformidad con la

[
W

reivindicacién 10, caracterizado porque es un anticuerpo
humanizado y comprende una secuencia de amincdcidos de cadena
pesada seleccionada del grupo el cual consiste de SEQ ID NO:
44, 46 6 por lo menos el dominio variable de la misma o una
secuencia de aminodcidos la cuval tiene una identidad de
secuencia de por lo menos 90% para la misma y/o una secuencia
de aminodcidos de cadena ligera seleccionada del grupo el cual
consiste de SEQ ID NO. 43, 45, o por lo menos el dominio
variable de la misma o una secuencia de amincdcidos que tiene
una identidad de secuencia de por lo menos 90% para la misma o
un anticuerpo el cual reconoce el mismo epitopo en el dominio

extracelular de AXL.
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o una molécula d

El anticuerpo monoclonal de conformidad

1-13, carvacter

reivindicaciones

IgG2, IgG3-, 6 IgG4.

El anticuerpo monoclonal

con

izado porque

15.
10 cualquiera de las reivindicaciones 1-14, caracterizad
es acoplado a un grupo de etiquetado.
l6. El anticuerpo monoclonal de conformidad con
cualguiera de las reivindicaciones 1-15, caracterizado porgue
es acoplado a un grupo efector.

15 17. EI anticuerpo mnonoclonal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-16, caracterizado porque
es una proteina de andamiaje.

18. El anticuerpo monoclonal de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-17, caracterizado porgue
da 1la

20

25

comprende.

secuencia de aminocdcidos de cadena

una

cual comprende por lo menos una CDR seleccionada del grupo el

cual consiste de:
(a) una CDRH1 como se muestra en las SEQ ID NO: 16, 22
28, o una secuencia CDRH1 la cual difiere en 1 6
aminocdcidos de la misma,
(b) una CDRH2 como se muestra en la SEQ ID NO: 17, 2
cual difiere en 1 o

(c)

29 6 una secuencia CDRH2 la

aminoadcidos de la misma,
una CDRH3 como se muestra en la SEQ ID NO:

14

2

3,
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30 o una secuencia CDRH3 la cual difi
aminocécidos de la misma,

y/o por lo menos:

una secuencia de aminocdcidos de cadena ligera la cual

comprende por lo menos una CDR seleccicnada del grupo que

consiste de:

(d) una CDRL1 como se muestra en las SEQ ID NO: 13, 19,
25 & una secuencia CDRL]1 la cual difiere en 1 o 2
aminodcidos del mismo,

(e) una CDRL2 como se muestra en las SEQ ID NO:14, 20,
26 6 una secuencia CDRL2 la cual difiere en 1 & 2
aminoacidos del mismos, y

(£) una CDRL3 como se muestra en la SEQ ID NO: 15, 21,
27 6 una secuencia CDRL3 la cual difiere en 1 & 2
amincécidos a partir del mismos,

o un anticuerpoc monoclonal el cual reconoce el mismo

epitcpo sobre el dominio extracelular de AXL.

19. El1 anticuerpc monoclonal de conformidad con
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rende una cadena pesada la cual comprende por lo menos una

CDR seleccionada del grupo el cual consiste de

(a)' una CDRH1 como se muestra en la SEQ ID NO:16 o una
secuencia CDRH1 la cuval difiere en 1 & 2 aminodcidos
de la misma,

(b) una CDRHZ como se muestra en la SEQ ID NO:17 o una
secuencia CDRH2 la cual difiere en 1 & 2 aminodcidos a
partir de la misma, y

(c) una CDRH3 como se muestra en la SEQ ID NO:18, o una

secuencia CDRH3 la cual difiere en 1 & 2 aminoacidos

de la misma,
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y/o una cadena ligera la cual comprende por lo menos una

CDR seleccionada del grupo el cual consiste de

(d) una CDRL1 como se muestra en la SEQ ID NO:13 & una
secuencia CDRL1 la cual difiere en 1 & 2 aminoécidos

5 de la misma,
(e} uﬁa CDRLZ2 como se muestra en la SEQ ID NO:14 o una

secuencia CDRL2 la cual difiere en uno o dos
aminodcidos de la misma, vy

una CDRL3 como se muestra en la SEQ ID NO:15, o una

=h

10 secuencia CDRL3 la cual difiere en 1 & 2 amincdcidos

b_)
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de 'la misma, o un anticuerpo monoclo

reconoce el mismo epitopo en el dominico extracelular

20. El1 anticuerpo monoclonal de conformidad con

consiste de:

(a) una CDRH1 como se muestra en la SEQ ID NO: 22 & una

secuencia CDRH1 la cual difiere en 1 ¢ 2 aminodcidos
20 de la misma,

(b) una CDRHZ2 como se muestra en la SEQ ID NO: 23, o una
secuencia CDRH2 la cual difiere en 1 & 2 aminoacidos
de la misma, vy

(c) una CDRH3 como se muestra en la SEQ ID NO:24, o una

25 secuencia CDRH3 la cual difiere en 1 & 2 aminocédcidos
de la misma,

y/0 una cadena ligera la cual comprende por lo menos una

CDR seleccionada del grupo el cual consiste de

—

a SE

0

(d) una CDRL1 como se muestra en ID NO: 19, o una

secuencia CDRL1 la cual difiere en 1 ¢ 2 aminodcidos

%,
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de la misma,

(e) una CDRL1 como se muestra en la SEQ ID NO:20 o una
secuencia CDRL2 la cual difiere en unoc o dos
amincadcidos de la misma, vy

una CDRL3 como se muestra en la SEQ ID NO: 21 o una

h

secuencia CDRL3 en 1 & 2 amincécidos de la misma, © un
anticuerpo monoclonal el cual reconoce €l mismo
epitopo sobre el dominio extracelular de AXL.

Ao e

21. El1 anticuerpo monoclonal de conformidad con

—~

cualquiera de las reivindicaciones 1-17, caracterizado porque
comprence una cadena pesada la cual comprende por lo menos
una CDR seleccionada del grupo el cual consiste de

(a) una CDRH1 como se muestra en la SEQ ID NO: 28 o una
secuencia CDRH1 la cual difiere en 1 &6 2 aminodcidos
de la misma,

(b) una CDRHZ como se muestra en la SEQ ID NO: 29 o una
secuencia CDRH2 la cual difiere en 1 & 2 aminoédcidos
de la misma, vy

(c) una CDRH3 como se muestra en la SEQ ID NO:30, o una
secuencia CDRH3 la cual difiere en 1 & 2 aminodcidos
de la misma,

y/o una cadena ligera la cual comprende por lo menos una

CDR seleccionada del grupo el cual consiste de

(d) una CDRL1 como se muestra en la SEQ ID NO:25, o una

[}
}

secuencia CDRL1 la cual difiere en 1 & mincdcidos
de la misma,

(e) una CDRL2Z como se muestra en la SEQ ID NO:26, o una
secuencia CDRL2 la cual difiere en une o dos

aminoacidos de la misma, vy

(f) una CDRL3 como se muestra en la SEQ ID NO: 27, o una
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secuencia CDRL3 la cual difiere en 1 & 2 amincdcidos

del mismo o un anticuerpo monoclonal el cual reconoce

el mismo epitopc sobre el dominio extracelular de AXL.
22. E1l anticuerpo monoclonal de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1-17, caracterizado porgue
comprende una secuencia de aminodcidos de cadena pesada
seleccionada del grupo el cual consiste de SEQ ID NO: 8, 10,
12 o por lo mencs un dominic variable de la misma o un
aminoAc:ido el cual tiene una identidad de secuencia de por lo
menos 90% para la misma, y/o una secuencia de aminodcidos de
cadena ligera seleccionada del grupo el cual consiste de SEQ
ID NO: 7, 9, 11, o por lo menos el dominio wvariable de 1la
misma o una secuencia de amincacidos la cual. tiene una
identidad de secuencia de por lo menos 90% para la misma o un

anticuerpo el cual recconoce el mismo epitopo sobre el dominio

4]

extrace. . ular de AXL.
23. Una molécula de dcido nucleico aislada

caracterizada porque se selecciona del grupo el cual consiste

de:

(a) una secuencia de &cido nucleico la cual codifica un
anticuerpo monoclonal, fragmento de anticuerpo o un
derivade del misnmo de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1-22,

{(b) una secuencia de &cido nucleico como se muestra en
las SEQ ID NO: 1-6, 31-36,

(c) un éacido nucleico complementario para cualguiera de
las secuencias en (a) o (b); y

(d) una secuencia de cide nucleico de hibridizacidn

para (a), (b), o (c) bajo condiciones de severidad.

24. Un vwvector caracterizadoe porgue comprende una
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secuencia de aAcido nucleicos de conformidad con la

relvindicacidén 23.
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25. El1 wvector d

24, caracterizado porgue es un vector de expresién y la

secuencia de &cido nucleico estéd enlazada operablemente a una

uil

secuencia de control.

26.° Un hospedero caracterizado porque comprende el
vector de conformidad con la reivindicacidén 24 & 25.

27 EL hospedero de conformidad con la
reivindicacién 26, caracterizado porgue e&s un  humano,
bacteria, animal, hongo, anfibio o célula vegetal.

28. E1 hospedera cle conformidcad con la
reivindicacidn 26, caracterizado  porque es un  animal
transgénico no humano.

29 Un proceso para fabricar un anticuerpo
monocloial de contormidad con cualquiera de las

de obtener el polipéptido a partir del hospedero de la

30. Una composicidn
porgue comprende un anticuerpo anti-AXL, preferentemente el
anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-22, la molécula de 4&cido nucleico de
coniocrmidad con la reivindicacidn 23, el vector de con
con la reivindicacidén 24 & 25, el hospedesro de conformidad con
la reivindicacién 26, 27, 6 28 o un polipéptido generado por
el proceso de conformidad con la reivindicacién 29.

31. La composiclidén farmacéutica de conformidad con
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la reivindicacién 20, cara porque  comprende los

portadorzres, ‘diluyentes y/o adyuvantes aceptables
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farmacéuticamente.
32. La composicién farmacéutica de conformidad con

la reivind
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porque comprende un
agente activo adicional.

33. La composicidén farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 30-32, caracterizada porgque
es para el diagndstico, prevencidén o tratamiento de una
enfermedad hiperproliferativa.

rmidad con
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34. La composicidn farmacéuti
cualquiera de las reivindicaciones 30-33, caracterizada porgue
la enfermedad hiperproliferativa es asociada con expresidn,
sobreexpresidn y/o hiperactividad de AXL.

35. La composicidén farmacéutica de conformidad con
ermedad

la reivindicacidén 33 erizada porque la en:
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es para e. diagndstico, prevencidén o tratemiento de una
enfermedad hiperpreoliferativa.
37. E1l uso de un anticuerpo monoclonal de

conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para

abricacidén de una composicidén £
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enfermedad hiperproliferativa como se de
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asociada con la expresiédn de AXL, caracterizade porque
comprende poner en contacto una muestra con un  anticuerpo
moncclonal de conformidad con cualquiera = de las
reivindicaciones 1-22, y detectar la presencia de AXL.

40. El método de conformidad con la reivindicacidn
39, caracterizado porgue la afeccién es una enfermedad
hiperproliferativa de conformidad con cualguiera de las

41.. Un método para evitar o tratar una a

asociada con la expresidn de AXL en un paciente, caracterizado

porgque comprende administrar a un paciente en necesidad del
raismo una cantidad efectiva de por lo menos el anticuerpo
monoclonal e conformidad con cualguiera de las

reivindicaciones 1-22.

42. El método. de conformidad con la reivindicacidn
41, caracterizado porque la condicidén es una enfermedad
hiperproliferativa Como se define de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 34 & 35.

43. El método de conformidad con la reivindicacién
41 &6 42, caracterizado porgue el pacliente es un paciente
mamifero, particularmente un paciente humano.

44. Un kit caracterizado porque comprende un
anticuerpo anti-AXL, preferentementce un anticuerpo monoclonal
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-22,
una secuencia de 4cido nucleico de co. ormidad con la
reivindicacidén 23, o0 un vector de conformidad con la
reivindicacidén 24 6 25.

45. El kit de conformidad con la reivindicacién 44,
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en donde el anticuerpo anti-AXL es un anticuerpo monoclonal de
conformidad con cualguiera de las reivindicaciones 1-22.
4. E1 uso de un anticuerpo anti-AXL para la

fabricacidn de un medicamento para la coadministracidn con un

agente antineoplédsico para el tratamiento de una enfermedad

en donde el anticuerpc anti-AXL es un anticuerpo monoclonal de
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conformidad con cualquiera de las reivindica
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> U3 Pharma AG
<120> ANTICUERPOS DE AXL
<130> 418C0P WO
<140> PCT/EP2008/009548
<1l41> 200&-11-12
<160> 84

<170> PatenlIn Versidén 3.3

<210> 1
<211> 324
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Rat-11B7-VLkappa-clone 33

400> 1
Jacatccaga tgacccagoe tocatottor ctgoctgoat etetgogaga cagagreact 60
attacttygcre gggroaageca agacatigga aattatttaa gatgattool goagaaaccy 120
g0Jaaatots Ctaggotiat gathiictgat gcaaccaact tggcagotgy ggtoocatca 130
aggttcagty goagtaggtc tgiggtcagat tattctotga cCatcagecag Cctggagtet 240
gaagatatgy cagactatta ctgtctacag hotaaagadt coccttggac gttéggtgga 300
ggraccaage tggagotgaa acgg 324
<210> 2
<211> 33¢
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Rat-11B7-VH-clone 20
<400> 2
gaggtgeage ttcaggagte aggacctigge <ltigtgaaac cotcacagtc actanoioote G0
actouitotgt cactgottac teocatcacta giaattacty gggctggats cggaagtic 120
caggagataa aatggagigy atgggataca taacctacag tggtagiaci agoticaacco 120
catctcltcaa aagicgaatc tocattacta gagacacats gaagadteag trcitocigo 240
agttgaactc [graactict gaggacacay CCoacatatta ctgigotata acaacctrtt 300
‘)2)8

attactygggyg croaaggagic atggtcastg totootca 23§
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<210> 3
<211> 324

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223>

<400> 3

gacatcoaga
attacttgec
Jgnaaatete
agattcanty
gaagatateyy

gggaccaag:

<210> 4
<211> 339

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223>

<400> 4

gaggrogcaac ttoagoagtc

acctgtictg
ccaggaaata
ccatctctea
cagtigaact

gattactoggy

<210> 5
<211> 324
<212> ADN

<213>

tcactagita
aaatggagty
aaagtcgaat
ctgtgactac

gocaaggagr

Artificial

tygacccagts
gagcaantica
ctaagegtat
gaagraggen
cgatctata

tggagetgaa

acgg

Rat-11D5-VH-clone 66

aggaccigac
ticcatecact
gattygJarcac
ctocattagt
Toaggacaca

catggrteaca

tocatantes
agacattgaa
gatrtratggr
tgoatcanat

Ctgtotacag

Rat-11D5-VLkappa-clone 10

cltgrgaaac
agtaattact
ataaccaaca
agagacacat
gocacatatt

gLotogtoa

Aaattatttaa

Joaatcaagt

atgtctacat ctotgggaga

tatatacagt ticcgCtcac

O

cctcacagt
9gJgctgaat
gtggtaacac
cgaggaatea

actgtgoaas

Jobggttota

tggcagtigy ggtcccatca

()

tatictctya ccatcageag Cotggagtct

JLLettecty

aggagegtth

cagagtcact

aragaaagta

gtteggtict

60
110
189
240
200
324
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<220>
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<400> 5

gacatocaga tgacccagyc

attgottgan gogcaagesa
gggsaatotc ctaggottat
aggticagty goagtagate
Jaagataigy cagactartta

ggcaccaagc tggagotgaa

<210> ©
<211> 336
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Rat-10D12-VLkappa-clone 8

gattrotyggt 4

tggotcagat
ctgtotacag

acqyg

<223> Rat-10D12-VH-clone 5

<400> ©

gaggtocage ttoaggagtc
acctgototg toacsogotta
ccaggaaata aaatggagrs)
coatolotca aaagicgaat
caattgaact Ctgtaattoc
JacLaqogce aaggagrteat

<210> 7

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223>

aggacctgac
ctocatcact
gatggnatac
ctcocattact
tgaggacica

gatcacagte

Rat-11B7-Vlkappa-clone

aminodcidos de anticuerpo Axl

tattetogga

Tctaaagagr

Cttgtgaagc
agtaattact
ataacraaca
agagacacat

gicacatact

Jatggticca
D tggragotog
Coatcageayg

coocttggac

-
{

tcacagte

adL

—
o
]

gagyCitayg

=
r
[im]

—+

127

gtgotggea

Cgaagaatca

[}

totgtteoaag

secuencia

cagagtcact
fcagaaaccy
ggtoocatea
cctggagttt

gtrcggtaga

actoteoctc
ccggaagtte
tgectacaac
gtretteoty

aacoozeigg

de

()

120
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psp I1e Gln Met Thr SIn Ala Pro Ser Ser Leu Pro ala Leu Gly

asp arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser aln asp Ile Gly &sn Tyr
20 - 25 30

Leu Arg Trp Fhe Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ser Pro Arg Leu Met Ile
35 40 45

ser 61y ala Thr asn Leu ala Ala Gly val Pro Zer srg Phe Zer Gly
30 55 60

D

Ser arg Ser Gly Ser Asp Tyr Ser L2u Thr Ils Ser Ser Leu Glu Ser
65 70 75 80

alu Azp Met Ala Asp Tyr Tyr Cys Leu GIn Zer bLys Slu Ser Pro Trp
&5 a0 95

Thr phe 61y a1y Gly Thr Lys L=u Glu Leu Lys arg

<210> 8

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Rat-11RBR7-VH-clone 20 de secuencia de amincacidos de
anticuerpo Ax1

<400> 8

Glu val Gln Leu G1n 3Tu 3ar Gly Pro 3ly Leu val Lys Pro Ser GIn

ser Leu Zer Leu Thr Cys Ser val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asn
20 25 20

Tyr Trp Sly Trp Ile Arg Lys Fhe Pro Gly Azp Lys Met Glu Trpp Met
35 40 45

CGly Tyr Ile Thr Tyr
50

y Ser Thr ASN Pro

60

(5]
T
-
[V, )
L
1]
=
_(
“Z
=
w“
i
-
-
i
j
-
<
n

[ ]

=
—
B
(5]
T

5er Arg * Ile Thr Arg Aszp Thr ser

' Lys Asi GIn Phe Phe Leu
65 70 75

Gln Leu Asn Ser val Thr Ser dlu asp Thre Ala The Tyr Tyr C
, 85 90 9

Ile Thr Thr Phe Tyr Tyr Trp Gly 31n Gly val Met val Thr val ser
160 105 110

ser
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<210> 9
<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223

\/

Rat-11D15-Vl1kappa-clone 10 de secuencia de
aminodcidos de anticuerpo Axl

<440> 9

AZp ITe GIn Met Thr SIn Zer Pro Zer Ser Met Ser Thr Zer Leu Gy

Asp Arg Val Thr Ile Thir Cys arg ala Ser a1n asp Ile &Gly Asn Tyr
20 25 30

Leu Zer Tre Phe Gln G1n Lys Val Gly Lys S2r Pro Arg Arg Met Ile
35 40 45

Tyr 51y Ala Ile Ly:s Leu Ala val aly val Pro Ser arg Phe Ser aly
3]

Ser Arg Ser Gly Ser Asp Tyr Sar Leu Thr Ile 3er Zer Leu Slu 5er

Glu asp Met ala ITe Tyr Tyr Cys Leu aln Tyr I1e aln Phe Pro Leu
85 90 95

Thr Phe 6ly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys 3r9
1460 105

<210> 10

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Rat-11D5-VH-clone 66 de secuencia de aminoacidos de

anticuerpo Axl
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<400> 10

Glu

Ser

Ser

<210> 1

<211> 1

val

Trp

C s

50

T APg

Leu

1

08

<212> PRT

GIn Leu Gn

Asn

Trp

= Thr

cer

w
fdl
=

Phe 5

100

<213> Artificial

<220>

A

N0
l_c..d>

3]
l.—l-

min

O

5

Thr

Ila

Asn

Ile

val
85

Glu 3er

Cys Ser

Arg Lys

Ser Arg

70

Thr Thr

Tyr Trp

Gly Pro

val Thr
25

Phe Pro
40

SoAsn Thr

Asp Thr

Glu Asp

Sly Gln
105

Rat-10D12-V1kappa-clone

<400> 11

Asp
1

e

Asp Arg

Leu

arg

Gly
50

Ara s

ATp

Gin Met Thr

5

val Thr Tle

Trp
35

Ala

LK
]
~i

20

Pl

Thr

Sly S

Met At

Gln

GIn Ala

Ala ys

aln Lys

Leu &Ta
55

Asp Tyr

70

Tyr Tyr

dcidos de anticuerpo Axl

Pro Ser

arg Ala
25

Proa aly
40
Ala Gly

Sar arg

CYE Ly

Gly Leu val

10

aly Tyr Zer

aly 430 Lys

Thr Tyr asn
60

SEM Arg AN

75

Thr Ala Thr

90 .

Gly val Met

38 de

ser Leu Pro

10

ser s1n Asp

Lys Zer Pro

val Pro Ser
60

Thr 1le Ser

75
sln Ser Lys
90

Lys Pro

Ile

Pro

Gl Phe

Tyr Tyr

val Thr
110

Thr

30

Glu

A

T

ala ser

Ile 3ly

Aarg Leu
45

Arg Phe

30

Zer GIn
15

Sar Asn

Trp 1l2

©oLeu Lys

Phe Leu
80

ys Ala
5

<
o
-
LA
v
-

Leu Gly
15 .

Asn Tyr
Met Ila
Ser sly
Glu Ser
80

Pro Trp
95
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<210> 12

<211> 112

<212> PR7T

<213> Artificial

Ser Lew Ser

Tyr Trp Gly
35

rIle

9D
—
“Z
w1 —

Ser Arg Ile
65

GIn Leu Asn

Leu Gin
5

Leu Thr

20

Trp Ile

Thr Asn

Ser Ile

SeEroval
85

alu

Tys Se

ary

[}
o

Thi
70

ITe

5 de

Lys

* Gly

55

Arg

Pro

aly Pro Gly
1

val Thr aly
25

Fhe Pro Gly
40
sly Thr aAla

Asp Thr sar

GlU Asp Ser

secuencia

Leu

Ty r

Asn

Tyt

de

Thr

aminoacidos de

Met

45

Fra

Glin

Tyr

Pro

5¢er GIn

15

Thr =

30

Glu

LA
el
=

Phe

Fhi

Trp Met

Lau Lys

Phe Leu

80
Cys Ger
95

arg Thr Pro Tep Asp Trp Sly 61n 31y val met val Thr val Ser Ser
100

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

148

110



10

15

20

25

30

e
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<22

(98]

> CDR 1 de cadena ligera de 11B7

<400> 13

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn Tyr Leu Arg
1 5 10

<210> 14

<211> 7

<212> PRT”

<213> Artificial

<220>

<223> CDR2 de cadena ligera de 11B7

<400> 14

Gly Ala Thr asn Leu ala Ala
1 5

<210> 15

<211> 9
<212>‘PRT

<213> Artificial

<220>

N\
ro
ro
(@8]
N/
@}
i
)
I
Q.

e cadena ligera de 11B7

<400> 15

Leu GIn Ser Lys Glu Ser Pro Trp Thr
5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> CDR1 de cadena pesada de 11B7

<400> 16

serr Asn Tyr Trp Gly
1 5
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<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> CDR2 de cadena pesada de 11B7

<400> 17

Tyr Ile Thr Tyr &
1 5
<210> 18

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

er Gly €er Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys =
10

<223> CDR 3 de cadena pesada de 11B7

<400> 18

Thr Thr Phe Tyr Tyr
1 5

RV

<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> CDR 1 de cadena ligera de 11D5

<400> 19

Arg Ala Sar 2ln Asp Ile Sly Asn Tyr Leu Ser

1

<210> 20

<211> 17

10
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

10

PRT

Artificial

(@]
&}
psi
N
[N
(D
Q
[s)]
[o3

dena ligera de 11D5

Gly Ala Tle Lys %eu Ala val
1

<210>

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

21

9
PRT

Artificial

CDR 3 de cadena ligera de 11D5

21

Leu GIn Tyr Ile Gln Phe Pro Leu Thr
1 5

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

22
5
PRT

Artificial

CPR 1 de cadena pesada de 11D5

22

Ser Asn Tyr Trp Gly
1 5

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

23

16

PRT

Artificial



11
<223> CDR 2 de cadena pesada de 11D5

<400> 23

Hiz I1= Thr Asn Ser 31y &sn Thr Thr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
10 15
<210> 24
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> CDR 3 de cadena pesada de 11D5

<400> 24

Gly Ala Phe Asp Tyr
1 5

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223

CDR 1 de cadena ligera de 10D12

\/

<400> 25

Arg Ala Ser Gln Asp Il= Gly Asn Tyr Leu Arg
1 5 10

<210> 26

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

A
)
&
w
\/

CDR 2 de cadena ligera de 10D12

<400> 26

Gly Ala Thr Asn Leu ala Ala
1 5



10

15

20

25

30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

N
[\N}
[(\)
%)
\Y

<400>

12

27
9
PRT

Artificial

Leu GIn Ser Lys Glu Ser pro Trp Thr
1 5

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

A
A8
[\
(&}
\/

<400>

ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

1

<210>

<211>

28

PRT

CDR1 de cadena pesada de 10D12

28

Asn Tyy Trp Gly
5

29
16
PRT

Artificial

CDR2 de cadena pesada de 10D12

29

30

4

Tyr Ile Thr asn Ser Gly aly Thr 8la Tyr Asn Pro Zar Leu Lys ser
5 10

15



10

20

25

30

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

PRT

Artificial

Thr Pro Trp Asp
1

<210> 31

<211> 645

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> chllB7k

<400> 31

gacataccadga

Lyacomangge

attacttgoo
gggaaatete
aggrteagty
gaagatatgy

gacaccaage

tetgatgage
O X EXA T
gajagtgtea
ctgagcaaag

ctgageotogo

090caagoea
ctaggottat

qcagtag

1

—
(3

Cagactatta

a

tggagatgaa

agitgaaate
ccaaagraca
Cagagoagga
Cagactacga

cIQtoacaas

<210> 32

<211> 1332

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> chllB7gl

<400> 32

13

ToCartctics
agacatigga
gatttctyggt
tgugteoagat
crgtotacan

azgtacgygtyg

tQjaactgec
JTYYaagITs
casgcaaggac
gaaacacaaa

Jagcticaac

crgecigeat

aattatttaa

totaaagagt

gotgoacoat

totattgtyt

gataacgoes

gtetacgaet

aggagagagt

ceetgggaga

gatggtitcca

- tggcagetyy

ccatcagoig
cocottggac

ctgtotioat

nCoigotgaa
foeaategag
grootoageads
gegaagteac

gritag

CAgAJToALT
Qoagaaaceg
Jgtcccatea
cotggagtet
gtteggtgga

ctrcocecgoca

taacttotat
taacteccag
caccctgacg

cCatcaggae

U
120
180
240
200

360



10

15

25

gaggtgoage
acrtghioty
Ccraggagata
ceatotobea

cagttgaact

ctggtcaang
agcageatge
gtggtygaccy
AagerCagea
acatgecorac

ccaaaaccea
Jacgtgagae
cataatgcca
cgtecteace

aacaaageaon

g99caqoagy
ttooctotata
rtgctccgtya

ccggotaaat

ttcaggagtc
tcactggtta
aaatggagtg
agagtcgaat
ctgtaactte
Jecaagaagt
tygoasoata

actactioo

azacetecce

tgcoctecay cag

écaccaaggt
COEnCooag
aggacacecot
ACCadAgacoc
agacazages:
dJtcctglacs

toccageeand

tgracaccit g
tggtoaaagy
Agaacaacta
goaageotoac
tgCatyaggc
Ja

<210> 33

<211> 1320
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> chll1B7g2

<400> 33

14

aggac-ctyac
chccatoact
Jatgggatac
chocattact
tgaggacaca
cataaicact
Ctocaagage
cgaaccyggty
ggotgtoota
ctitaggc
J9acaagaas

acoigaacte

S..‘

catgatctec
tpaggtcaag
Je9g93ag9ag
adgactggct

catcgagaaa

cgiggacaan

totgeacaan

cttgtgaaac
agtaattact
ataacctaca
agagacacat
Jocacatatt
Jtcagrotean
acototagay
acgytgtegt
cagtootcag
acocagacct
gttaage:sa
ctogyaggas
cggaccectg
ttoaactgyt
cagtacaaca

atygr

u'_

aaqn

accatcicca

Cocggnatgage

O agegacatiog

cotosogtac
agoaggtoge

cactacacge

cohcacagto
agggciggat
gtggtageac
cgaagaat:a
actgtgcetat
Ccgteocaczaa
geasagcage
Jgaactoagg
gactotacts
acatctgcaa
aatcttgtga
cgtoagtott
aggrcacaty

GE ARy EX s b

geacgtacoy

Jangtacaagd

agccaaagg

tgascaadaa
£cgtgaagta
rtggactocga
agcaggggaa

agaanagect

actctooctc
ccggaagrte
tagctacaac
gticttocty
aaclaaccttt
gggcceatiyg
cotaggehge
cgecctgace
cctcageage
Cgtgaateac
caaaactoas
CCtottooCe
Cotggtagty
catagagyty
gatgatcagt
caaggtetas

geagoonaga

cCagotoage
ga0aQ:aat
Cggotectie
cgtetictoy

CTCCotJuct

G0
120
180
240

260

1020



10

20

25

30

gaggtgeoags
acctgttoiyg
ccaggagata
coatotoica
cagttgaact
tattactgoq
gtortocece
ctgtcaagsy
agegacgtae
grggtgaccy
aageosocansa
cogtgoscag
gacaccotoa
gaagacaooy
acaaagccas

gtgcaccadd

tacancotge
gtcazagyct

aacaactaca

aagetcancy

catgaggete

ttoaggagta
TCactggtta
aaatggagtg
éaagtcgaat
Ccrtgtaactte
goraaggagt
Egacgecoty
actacticce
acacottoos
tgecotonag
acacoaaggt
caccacatgt
tgatioteceg
agateocagtt
gagaagayca

otggrtgaa

togagaaaac
CICoaTeocg
totacoocag
égaccacacc
tggacaagag

TgCaciacca

<210> 34

<211> 645

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> cﬁllDSk

<400> 34

gacatccoaga
attactrgac

gggaaatotc

aggrtcagtg o

fgaagjatatyg
gggaciaage
Totgatgage
cCceagagaaqg -
gagagtotca
ctgagcaaay

Fale et < W Wk by Pd

tgaccoagte
JggJoaagica
ctagqgregtat
agtagyt:
cgatctatta
tggagetoaa
agitgaaatc
caaagtacs
cagagcagoga
cagactacyga

oAt oasana

15
aggasctggc
ctocatcact
gatgggatac
Ctoattact
rgaggacaca
catggteact
ctocaggage
nty b= =g [a ki |
agrtgiccta
caacttoggc

Joacaagaca

ggeaggaceg t

gaccootgay
caactagtac
gttaacag.:

cggcaaggag

catetocaaa
Jgaggagaty
Cgacarcgos
toccatygetg
caggrggcan

CLacacgead

agacattgya
gatttatggt
tggatcagat
Statctacay
acgtacgaty
tggaactgos
Jtagaagaty
cagoraggac
gaaacacaaa

g Bo T Paltad i e iag

cttgtgaaac
agtaantact
ataacchaca
agagacacat
georacatatt
gteagetoag
Acctoogaga
acggtgiogt
cagtectcay
accoagacct
gttjyagooca
cagtotion
Jtoacgtocd
gtaaacgIca
acgttocgtg

tacaagigea

SCaaagygs
accaagaacc
ghtggagtgaq
gactcrogacy
Cagdggancy
aagagootot

S oatgrtotacat
aattatttaa
geaaticaagt
tattctotga
tataracagt
gctygraccat
tctgteglyt
gataacacos
agracctaca
gtetacgoct

AMSasanant

cotcacagte

gaggerggat

gtogtageac
cyasgaatea
actgtgoat
CQLoCaccaa
Jcacagooyge
Juaacteagy
gactctacte
acacotgeaa
Jatgttatot
tottococoo

tagtoat

[Tou]
’_l

YNAYILAC;

£es

tggtioagoyt

Zgtotccaa

agiccodada
aggtoagect
agagcaatan

grtacttatt

TotEetcaty ot

CCC tl']fct(_l

cteotggaaga
grtggticca
tageagrrgy
ccatcageaqg
ttcogoteac
ctgtotteat
Jqoeoltgoigad
toeaategag
grCctcagCag o
Jojaagtcac

At an

actotcocte

cojgaagrte

aacaaccitt
gggoreancg
Do oot of » T P o o # I
cgotetgace
cotcageangs
cgtagatcac
Cgagtgoota

daaacocaayg

Caaaggcots

accacagytyg
gacctgoctg
grageodgag
coltctacage
cogtgatg
Jggtaaatyga

cagagtcacc
acagaaagta
ggtooccataa

cCuggagiot

gtteggict

ctiooogeca
faacitotat
taactcocag

accetgacy

uuatuagggu

130
240
300
360
420
480
540

1020

[
L
[y ]
i

1140
1200
1260
1220

)



AR}

10

20

30

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

35

1332

ADN

Artificial

ch11D5gl

35

gaggtgeaac
acctgttotg
Coaggaaata
ccatorstea
cagttgaact

Qattactaga

ctgatcaagsy
agcgacgtas
gltagrgaccy
aagcecagea
acatgeerag
CCaaddccca
gacgraagec
cataatqeoa
gtootoacoy
AdACAAAQOTL
Qaasrcacagg
ctgacctgeos
098<3gctay
ttoctotaca
tgctongtoa

Coggotaaat

<210> 36

ttcaggagte ¢

tcactgatta
aaatggagrg
aaagtcgaat
ctgtgactas
Jocaaggant
tggracocto
actactices

acacritece

acaccaaqgt
cytgoocane
agfacaccct
ACgdaddacCcc
tectacacsa
tCCagaoee
tataracoct

T

—

aaagg

=]

n

agaacaacta

't

geaagoteac
tacatgagac

ga

16

gattggacac

chIcattagt

A

tgagaacasa

o
w

T

catggucas
ctocaagage
CAAECCYYty
ggctgtacta
cagoittggas
goacaagaaa
acItgaacios

catgatotes

tgagatcaag tt

Jcgg9agyay
anactggety
catcgagaaa
grococaton
cttetatecs
CAARACCAT]
citggacaang

totgcacaac

cttytgaaac

: agtaattact

-

ddcaaca

agagacacat
Qooacatatt
gtcagetcag
anctetggag
acgatgtcgt

cagtoctoag

cagtacaaca
aatgqroaaqq
accatctcea
Coggatgage

agegacatog

cotcacagtc
ggggctggat
gtagtaacac
cgaggaatca
actgtgcaaa
cgtccascaa
oACAYCYIC
ggaactcaga

gacterachc

t acatctgcaa

| aatettgtga

cgicagott

aggrcacatg

L acgiggacgg

Jeacataceg
agtacaagrg

aagcraaagg

tgaciaagaa ccaggicage
coggganty
tggactorga

agcaggagaa

actokeeste
ccgpaagtte
tacotacaat
gttottocty
aggaqeotte
Joacecate
Cotgggotgs
cgrcatygacs
Cotoagrage
Cgtgaatcac
CAdAACLCaT
cotcttecec
catgatggyg
cgtagaggty
gutggteage

Zaaggtctes

gganageaat
Cggoteotte

cgtottotea

agaagagect ctecotgtct

00
G660

720

~4

g

<

Lo

1

Lt

a0
IR
1020
1080
1144
1200
1260
1320

279
S



10

15

25

30

<211> 1320

<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> chlliD5g2

<400> 36

gagategoaac

acctgttaoty

craguaaata
coatototoa
cagttgaact

gattactygy

gtottoocos

ctggtoaagy
Agcggogtgo
Jrggtgaccy
aagcocages
Cogtooooag
gacaccotea
Jaagacacay

acaangccanc

gtgeaceayy

Coagreccoa
tacacectye
gLcasaggcr
aarcaactaca
aagotoacay

catgaggete

tteaggagte
teactggtta
aaatggagig

aaagtcgaat

cigtgactac

gyocaaggagt
LggCgoocty
actacticaece
acaccticsc
TQooItooag
acaccaagyt
caccacotat

tgatcteoeg

aggrtcoagit

gogaggagea
actggcotgaa

Coocateooyg
totacoooag
aga-ccacacs
tggacaagag

tygcacaacca

<210> 37
<211> 214
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

17

aggacotggs
frooatcact

Jattggacac

ctitgtgzaas
agitaattact

ataacczaca

© agagacacat

catatt

[t

(=)
i

Ctogtoagotoan

agetgtecta
caaciteggc
Joacaagaca
93:359ancy
gacoootgag
caactggiac

gttcaacage

dgaggagaty
cgacatoged
toccatgoty
caggtageag

ctacacgcag

acctocgaga
ACGLILagL
cagteotoag
acccagacot
gtitgagcgea
toagtettes
gtcacgtacy

grygacagsg

s

ooty

aAC]

tacaajtgca
ACZAaagYds
accaagaacc
gtagnagtang
Jactecgacy
Caggagaacs

aagagcctct

cctcacagic
Jgaggctggat
JLggtaacac
cgaggaatca
actgtacaaa
cgteocacicaa
gracagCoge
goaacicagy
Aactotacte
acaccoigeaa
aatgttgtgt
Tottocooce
Lgatagtaga
tgnagatygca
tggtoagegt
aggtetecaa
agreecgaga
aggreagent
aJagcaatyy
goteoottett
tottoicaty

coctgtotoe

actotocctc
coggaagtte
tasctacaat
grtottocty
aggagoyttt
aguccratog
cotgggotan
Cgotetgacs
rctcagoage
cgtagateac
cgagtgecca
AanacooAn
cgtgagecac
taatgecaag
motsaccgtt
caaaggoite
accacaggtg
Jacctgccty
gcagoeggag
cokotacage
ctoogtgaty

gggotaaztga

60
120
180
240
300
60
420
‘480
540
600
660
720
780
840
900
Q60
1020
1080
1140
1200
1260

132



10

15

20

25

30

<223> 11B7

<400> 37

I12

ap Arg

Leu

Ser

Pta

THhrr

Phe

arg
Gy

50

aArg

~ Phe G

Ser

Al

val

5
s

Thr

Asn
210

<210> 38

<211> 443

<212> PRT

LC

Gln

T
35

‘Ala

3 Met

- val

Leau

5 Glu

195

Arg

Mat

Thi
20

Pha

Thr

a1y
Ala
Gly
100

Phea

- val

Trp

Thr

Thr

180

val

<213> Artificial

<220>

51n

Lar

Il

val

Lys

Sl
165

Leu :

Thr

Glu

<223> 11B7-HCgammal

3ln

= Thr

atn

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phse

Ty

val
150

Gin

N
i
=

Hi5

Cys

ala

LY S

18

Pra £

Arg

y3 Fro

Pro

Leu
135

LS

40

Ala

ser

-

n

Leu

Pro
120

Leu A

[ )]
i

s Ala

aly

200

ala
25
Gly

Gy

Leu

= &9
oy —
Wi

Ser

" LysS 4

Asp
185

Lzu

Lys

val

Thr

51N
90

Leu &

* LU

r G

Pro

Ile

75

ser

Lys

3 alu

Phe

Pro

AL

Ary

Gln

Tyr
140

LysS

Fro

Glu

Thit

Leu

125

Pro

= G‘I)( A

* Tyr

H13

val
205

Ser

val
110

Lys

Arg

Thr

Lau

15

A35N

Met

Ser

Glu

Pro

95

Ala

X3}
14

Glu

Leu
175

val

Lys

Gy

TY I

Ser
80

Trp

Ala

- G"y

ala

Gin
160



10

15

20

25

30

<400> 38

Glu val

Ty T
Gly Tyr
50
Ser Arg
G1n ey
I1e Thr
aer Ala

LyS Ser

Tyr rhe
145

47
fis]
=
)
—
<

Sar Leu 3

Thir Tyr

Lys Lys

210

Fro

Pro Lys

s val

Trp Tyr

aln
Ser
Gly
35

Il

A5N
Thr
ser
115
The

Pro

val

Ala
Fro
val

val
275

Leu

Leu

20

Trp

Thr

(%3]
e

cer

Phe
100

Thr

Cl:."' t

kel

alu

His

Ser

180

(]
~
(5]

alu

Pr

Lys

val

260

LEP

Gln

Thr

Ile

Tyr

val

Ty

Lys

Pira

Thr
165

val

5 ASN

Fro

clu

e Y

Cys

Aryg

L
O
S

: Thr

70

Thr

val

Val

Ly'3

raT
[RUR 4]
[wo' weg

Thr

Gly

55

Aryg A

Trp

Pro

Thr

135

Thr

Pro

Thr

AN

Glu

Gy

val

; Phe

40

ser

120

ala

Met

His

Pro

Thr
25

Pro G

Thr

Thr

ASp

ain

105

val

Ala

(3]
<]
-

Val

S Pro &

Gly

10

Gly

ser

Leu

Trp

L2u

170

Senr

Lys

Frre

% Asn

Leu

Tyr

CA5R

Tyr

Lys

75

Ala

val

Pro

aly

2sn

155

aln

Thr

=

[N ]
(X o]

wn

APy

3 PP

ala

val

Lys

4A3n

60

Asn

Thr

Met

Letl

sar

o p:‘r

o2

His

220

val

Thr

Glu

ye Pro

Met

45

Pro

ain

Tyr

val

Ala
125

Lau

Thr
208

Thr ¢

Phe

Pri

val

Thr Se

30

Glu

(%]
T
-

Fhe

Ty PR

Thr

110

val

" Gy

Leu

Glu

Trp

Lt

Lau

175

™hr

val

Pro

Phe

val

255

Fhea

Pra

Leu
&0

Ala

Thr
160

Ty

SN

Asp

Pro

Pro

240

Thr

AN

Arg



10

15

20

25

30

Gl
290

5lu

Leu His

305
Az

aly

Glu Leu 7

Tyr

w3

w o
GO LD

Fhe Leu

ssn val

Thr Gln

<210> 39
<211> 439
<212> PRT
<213>
<220>
<223> 11B7
<400> 39

Glu val

ser Arg
65

Gln

sln

Ala

Pro

355

(%]
il
=

TYr

Tyr

Fhe

HC

Ila

"~ Leu

= Thr

Tye Ax
Agp

Trp

Leu

P =
Lo

w3

Arg Glu

340

Ile

s Thr

405

!

)

Hon
[ Iy
[y |

Ser Leu

Artificial

gamma2

Leu

20

Trp

Tyr

Ile

Leu
310

Ala

Pra

Gln

ala

Thi

390

et

ser

S

ser

Thr
70

Thr

295

ASN

Fro

Gin

val

val

375

Fra

Thr

val

Leu

-
Ser

ser

Gy

55

arg

20

Tyr

aly

Ile

val

Fro

val

Me i

Ser
440

aly

val

Phe

40

[l
1)

ASP

arg

Ly=

alu

Tyr

345

Trp

val

His
425

Fro

Fro

Thr

25

Fro

Thr

Thr

val

Thr

GTu

Leu

alu

Gly

G1y

10

Sy

Ser

val

Ty

Thr

Lau

ala

Tyt

FASp

v
TYI

Sear

300

s Leu

Asn 0

380

wn
[

Arg

Leu

val

AET

60

A5

val

]
<
ta

Lo
t
=

Pro

" ASP

Tryp

His

Met
45

Fro

sln

CGlin

Leu Thr val

ys val

o —
[ 1]

Sear

350

ASp

Lys Gly rhe

Glu

Frio

* Pha
400

]
—
-
{¥x]
T

sin
415

G]y

Asn His
430

Tyr

o ser 3ln

The Ser asn
30

Sy Trp Met

Leu Lys

Fhe Leu
80
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15

20

30

Gin

[¥xd
[11]
-

Ary

Tyr
145

Ser
Sar

Thi

Gly
AZn
Trp

5
Pro

Glu

Ile Ala val Glu Trp

Thr Thi Pro Pro Mat

385

Leu

= Thr

s1a
Ler

130

Pl

'.11]

Leu =

Tyr

Thr

210

P

“hr

val

val

NN L
L
<

Leu

Ala

Fro

ain

Asn 5

Thr
Sar
115

Thr

Pra

val

Wiy

!
W03

val

val

Lzu

Ser

Asn

Fra

ain

w <<
[y el
1 —

370

Fhi
100

The

His

Ser

180

Glu

Ala

Mat

N D
Ton—-
Dali 27"

val

val
85

Glu :

Pro

Thr
165

arg

aly

Ile Se

245

Giu

His

e Glu

325

Tyr

Thr

" Ty "

Gly

<
[ FuX)
D —

Fhe

val

Ser

Trp

Pro

Thr

135

Thr

Pra

Thr

val a:

Lys

Fri
230

val

s Glu

310

Tht

Thr C

[N pad
WO (T
[l s

Ardy

P

Ala

21

Glu &

Gly
Ser
120

8la

val

Ala

val

Thr

Glu

L:,/ =

Ile

Pro

Leu
360

375

Asp Ser Asp Gly S

sin
105

val

ala

val

=
X =
¥, Rwy)

Lys

5 Va)

Fro

T e
1 —

Thr

val

er

Pra &

345

val

0 Thr

90

sy

Phe

Leu

~ Tr‘p

Leu

170

Ser

Pird

Glu

> Ly

Glu
250

aln

Glu ser Aasn Gly 3ln

Firo

Sy

Asn
155

31N

CYs

Fhe

235

val

Phe

Pra

Thr

. val

315

. Thr

Ay

Gly

Piro

a Thr

Leu

Azn

Arg

Lys

Glu

Phe

Tyr

- val

Ala
125

Leu

Thr
2058

Pra

ASh
Sy
Glu

Tyr
5

Tyr

Thr

110

Piro

val

Ala

o Tyr

270

alu

Ly's

aln

Mat

350

Pra

L2u
175

; Thr

= val

Pro

Fro

val

255

val

Gl

Gin &

P
335

Thr

s Ala

Ser

Azp

Thr
160

Tyr

51n

Azp

Ala

Asp

Pha

g
7
™)

y Leu

320

Arg
LYy

ASp

GQlu &3 Azn Tyr Lys
380

Phie Phe Leu Tyr Zer

400
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22

Lys Leu Thr val asp Lys S2r Arg Tre sin Gln Gly Azn val Phe Ser
405 410 415

» val Mei Hiz Glu &la Leu Mis Asn His Tyr Thr Gl Lys Ser
420 : 425 430

el
<
(4]
[ %]
m

Leu Ser Leu 3er Pro Gly Lys
435

<210> 40
<211> 214
<212> PRT

<213> Artificial

A
N
N
w
A\
—

1D5 LC kappa

<400> 40

Gly

in
d
=
-~
=
‘.
T
i
]
<

Asp Ile Gln Met Thr 3In Sar Pro 5er Ser Met
1

azp Arg val Thr I1& Thr Zys arg Ala Ser 31ln asp Ile Gly asn Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Phe Gln GIn Lys val Gly Lys Ser Fre Arg Arg Met Ile
35 40 45

Tyr Giy Ala I1e Lys Leu Ala val Gly val Pro Ser Arg Fhe Zer Gly
50 55 00

Zer Arg Zer Gly Ser ssp Tyr Ser Leu Thre Ile Ser Ser Leu Glu Ser
63 70 75 20

Glu Asp Met Ala Ile Tyr Tyr <ys Leu GIn Tyr Ile GIn Phe Pro Leu
. 85 0 95

Thr Phe 51y Ser Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Thr val ala Ala
100 105 110

v

Pro Ser val Phe Ile Fhe Pro Pro Ser 4Asp alu oln Leu Lys Ser Gy
115 120 125



23

Thr s1a ser val val Zys Leu Leu asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu ala
130 135 _ 140

Lys val 6ln Trp Lys val ssp aAsn Ala Leu GIn Ser Gly azn Ser 6ln
145 159 155 10

[X3]

Glu Ser val Thr 51u 3In Asp Ser Lys ASp Sar Thr Tyr Ser Leu Zfer

165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys 81a Agp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr
180 185 190
Ala Tys Glu val Thr His GIn Gly Leuw Ser Sar Pro val The Lys Ser
195 200 205

Pha Azn Arg Gly Glu Cys

<210> 41

<211> 443

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> 11D5 HC gammal

<400> 41

Glu val aIn teu aIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser sIn

Saroleu Ser Leu Thr Cys Ser val Thr Gly Tyr ser Ile Thr Zer Acn
20 25 30

Tyr Trp Gly Tep I1e Arg Lyz Phe Piro Gly Asn Lys M

et Glu Trp Ila
35 40 45

Gly Hig Tle Thr asn Ser Gly Asn Thr Thr Tyr asn Pro Ser Leu Lys

50 55 60
cser Arg Ile ser Ile ser arg Asp Thr Ser Arg Asn GIn Phe Phe Leu
A5 70 75 80

Gl Leu Asn Ser val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thy Tyr Tyr Cys ala
85 20 95

Lys a1y Ala Phe asp Tyr Trp Gly Gln Gly val Met val Thr val zer
100 105 110

sar ala Zer Thr Lys 31y Pra Ser val Pha Pro Leu Ala Pro Ser Saer
115 120 125

Lys Ser Thr Ser 5ly Sly Thr ala Ala teu Gly ©ys Leu val Lys Asp
130 135 140

Tyr Fhe Fro Glu Pro val Thr val Ser Trp &sn Ser 31y ala Leu Thr
145 150 155 160

Gly Leu Tyr

L
o
=

cer tv val Mie The phe Fro 8la val Leu 31n Szr
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[UA]
O

[X3)
o
=3

Thr

sl
S
0

Trp

Glu

Leu
305

Gly

alu

Thr

Leu %

Tyr

Ile
195

val

Fro 8t

Lys

val

Tyr

Glu

290

His

Lau

Pra

370

Azn

.2l

Gln

Pra

val

val &

275

Zn

Gin

sla

Fro

Thr
355

(K]
T
S

Tyr

Tyr

Fhi

=
o
oS

s}
b
W

Glu

Fro

Lau

A
34(

Lys &

Asp

Lys

i
T
S

cer

420

car

val

Asit

Frd

Glu

Pro
325

alu

Thir

Lys

1_‘: )/ 5

Lew G

val

val

Leu
Sr

]

Thr

val

val

ala

Pro

SN

ala

Thr
390

Leu

Thr

Leu

ASN

Pro

Gn

val

val

375

Prra

Thr

~ val

24

val

Met

Ila

val

Ser

360

Glu

Pro

val

Met

Ter

440

Pro
185

Lys

Gy

Ile

N
o —4
e

Aryg

alu

Tyr

345

Tr

val

Pro Se

Pro

val

alu

W
LI
(e 15]

Thr

Thir C

Glu

Leu

Thr

Ser
235

Ary

Fro

Ala

val

Thr

Ly

Lys &L

410

Ala

His
220

val

Thr

Ser

300

Lys C

Ile

Pro

Lau

AN

380

Arg

Leu

Thr

205

Thi

Phae

Fro

val

Thr

285

val

i
o}
=

Fro

val

365

aly

AL

Trp

His

Gly
190

Cys

Leu

Leu

Lys

LSS T3 ]
(S}
O

Lys

Sin

Sy

G

ASH
430

Thr

. Val

Pra

Phe

val
255

. Phe

Pirg

The

val

s
W —
v

arg

Gl Y

Fro

GIn
415

Hiz

Fro

Pro

240

Thr

Asn

Arg

val

[V ¥s]
DL
o R

Ly3

ASp

Fhe

Pha
400

aly

-~
~
3
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<210> 42

<211> 439

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> 11D5 HC

<400> 42

Glu
1
Ser

Tyr
Gly

ser

65

zer
Arg

TyP
145

Thr

Fro
3C
LoD

val

Trp

His
50

arg

3in

Ile !

Gly Alsg

Ala

-

=er
130

Fhe

- aly

Leu

Tyr

Thr

210

Fra

Thr

Ser

Thr

Pra

val

sar

Thr

195

val

I e

gamma 2

Gl

Hi3

Met T

sn
Thi

Ile
£3n
Ile
val

85

Asp

Glu
Frro
Thir
165
val

Azn

Ary

Cys

Al

Ser

Car

Thr

<
Lys

14

X5}
o
]

Ly 3

Gly A

25

Arg ASE

Thr

Trp

Fro

Thr

135

Thr

PIro

Thr

ASp

NS

oys

215

Ser

ara

G-] Y

Ser

120

AHla

val

ala

val

His
200

Fro

Thr
25

Pro

Thr

aln
105

val

&la

L
4]
=

val

Sy
10

3] Y

Gy

Thr

5]
[1d
]

sp Thr -

90

Gly

Phe

Trp

Leu
170

%]
g
-

Pro Sar

185

Ly/s

Tys o val

val

Thir

Phe

Fro

Pra

alu 2

Slu

TYr

A1rg
C
<

Pro

Gly

Azn
155

Ser

Phe
22
e

val

val

AED
a0

AsSn

a Thr

Mat

s5er &

The

Ly3

*1le

. Met

45

Pro

Glin

Tyr

val

ala

125

Leu

Plie

Thr

205

Pro

Pra

V3

Pro

Thr

30

Giu

Ser

Pha

Tyr

Thr

110

PIra

val

DI

Lys

val

Ter
15

Ser

Trp

L

Phe

CYE s

val

Leu

Thir

val

Prio

Pra

val

aIn

Asp

Thr

160

Tyr

aln

Asp

ala

Lys

240

val
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AN

Trp
305

PIro

Glu

385

» val

val

Ler

290

Leu A

Fit

G1n

= Ala

- Thr

S Leuy

Ler

<210> 43

<211> 128

<212> PRT

Glu
275

Thr

Pro

Cln

P

Thr

val

Leu
435

Phe

Gly

Fro

val As
4

Mat
420

<213> Artificial

<220>

<223> HumllB7-VLk

is Gl

His

Arg

Lys

(SN
Ny —
[Ny [

Tyr

Lelt

val

Gl
310

Lys

Thr

Thr

Glu 3
el

Leuy
290

. Glu

G]y

Pro

sla

N
1o —d

[N 1]

TYr

Thr

LysS

26

Gl

[ Nl
LN
D ]

a

ler

Lys

Ile

Fro

Leu

val

zer

Pro

345

val

Gly

Azp

Trp

N
N =-
v

ain

Leu

Lys

wr
(S0
W

G]y

GlIn
410

. Asn

Phe a5

Fre

Thr

val
315

Thr

©Arg

s Gl Y

Fro

Ser

395

GlIn

His

Ary

vai
300

Fhis

Gly &

380

Pha

Gy

Ty

Trp

~ Y

[
(9, [y

val

- A3N

aly

slu

A5n

Thr

Tyir
270

51u

His

val

Gln
430

val

Gin

Gln

W
LW ]
wun

- Thr

W
it
=

Tyr

Tyr &

Fhe
415

Lys

AS[

Fha

Azp
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<400> 43
Met Asp Mat Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15
Leu arg Gly Ala Arg <ys Azp Ile 6In Met Thr Gln Zer Pro Ser Zar
20 25 30
Leu Ser Ala Zer val &ly azp Arg val Thr ITe Thr Cys arg sla Sar
35 40 45
GIn Azp IT2 Gly Asiy Leu Arg Trp Tyr GIn G1n Lys Proo gly Lys ala
50 55 60
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly ala Thr asn Leu Ala Ala Gly val Pra
65 70 75 80
zer Arg Phe Ser Gly Ser aly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
85 90 95
Ser Ser Leu GIn Fros alu Asp Phe ala Thr Tyr Tyr Cysz Leu Gln Ser
100 105 110
Lys alu Sar Pro Trp Thr Phe 31, GIn 61y Thr Lys val Glu Ile Lys
115 120 125
<210> 4¢
<211> 132
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> HumllB7-VH
<400> 44
Met Lyz His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu val ala Ala Pro Arg Trp
1 5 10 15
val Leu Ser Gln val GIn Leu 3Tn 3Tu Ser 31y Pro Gly Leu val Lys
20 25 30
Pro Zer Glu Thr Leu Zer Leu Thr Zys The val ser Gly Gly Ser Ile
35 40 45
Ser Ser Asn Tyr Trp Sly Trp Ile &arg aln Fro Pro Gly Lys 51y Leu
50 55 60
Glu Trp Ile Sly Tyr Ile Thr Tyr Sar Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro
65 70 75 80
Sar Leu Lys @er Arg val Thr Iz ser val Asp Thr Ser Lys Asn GlIn
85 90 95

27
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Fhe ser

Tyr

Thr

Leu

28

Lys Leu Ser Zer val Thr ala Ala Azp Thre Ala val Tyr
100 105

Cys 41a Arg Thr The Phe Tyr Tyr Trp Gly Sin Gly Thr Lzu val
115

val
130

<210> 45

<211> 132

<212> PRT

Ser

120 125

ser

<213> Artificial

<220>

<223> HumllD5-VH

<400> 45

Met
1

val

ser

alu

Tyr

Thr

Lys

Ger

Trp

Leu

val
130

<210> 46

<211> 129

<212> PRT

<213> Artif

Hiz Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu val Ala Ala Fro Arg Trp

= 51y His Ile Thr Asn

5 10 15
Gin val ¢ln Leu 3In Glu Zer S1y Pro Gy Leu val Lys
20 25 30
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val ser Gly &ly Ser Ile

40 45

CTyr Trp Sly Trp Ile Arg aln Pro Pro Gly Lys Gly Leu

55 60

~ 31y Azn Thr Thr Tyr Asn Pro
70 75 8O

i
I

Zer org val Thr Ile val asp Thr Zer Lys 4sn 61n
85 90 95

vy
(]
=
10
2l

Lys Leu Ser Ser val Thr £la &la asp Thr &la val Tyr
100 105 110

1a Arg Gly Ala Pha asp Tyr Tre Gly G1n Gly Thr Leu val

120 125

Ser
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<220>

<223> HumllD5-VLk

tgotictyiot
cCttygtotyge
graactacct
QCgooaccaa
acttcacact
agrcoaagga

attaaaa

ctgycttagy
cagtgtagat
acaotggtat
TotggTtgot
caccattice

AtCCCottgsy

29

ggagcaagat
Qataggdtca

Cagcagaaac

agectazaac

acarttgygge

gIgacatoca

cgggcaaage
ctcggttca)
Cogaggactt

1agggaciia

<400> 46
Met Asp Met Arg val Leu Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu
1 5 10
Fhe Pro aly Ala Arg Cys Azp Ile GIn Met Thr 41n Ser

20 25
Leu Sar Ala ser val Gly asp arg val Thr Ile Thr Cys
35 40 45
GIn Asp ITe Gly Asn Tyr Leu Ser Trp Fhe SIn GIn Lys
50 55 60
Ala Pro Lys Zer Leu Ile Tyr Gly ala Ile Lys Leu Ala
65 70 75
Fro Ser arg Phae s=r Gly Zer ly ser aly Thr Asp Phe
85 90
ITe ser Zer Leu GIn Fro Glu asp Fhe ala Thr Tyr Tyr
100 108
Tyr I1e GIn Phe Pro Leu Thr rhe 31y Gly aly Thr Lys
115 120 125

Lys

<210> 47

<211> 427

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> HumllB7-VLk

<400> 47
aattaaaags tagraageli gocaccatgg atatgegtgt acotgeoacag

gatgactcay

raggrotaga
tgcgacgtac

ggtggagatt

Lau
15

Leu

Fro Zer

30

arg

Fro aly

val Gly

Thr Leu
99

CYS

110

Val

val
R0

Thr

Leu In

Glu Ila

ctgttaggac

ageccaaget

 caggatatag

crtgatcraty
tcaggcacag
tactgetige

a19cgtacga

60
120
180
240
300
360
420

427
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30

<210> 48

<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 48

429

i=h

Ar

aattaaggta
grtcctegnt
coototgada
tagggataga
totygagagta
toaagaace

tatrgtgcca

- gegaattaa

<210> 49

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 49

427

aattaaaagc
tgcttotgtt
gootgtotye
graactatet
gygrcatoaa
acticactct
agtﬁcatcca

attaaaa

<210> 50

Lcial

Huml1lB7~VH

Coaagettge
ggatattgaqg
cactgtoact
TLCYyoaacs
coboctacaa
agtttageat

gaaccacgtt

Humll1lD5-VLk

TagIaagett
graetittcca
grctygtagac
Jagergyett
gotegoigrt
Jaccatttce

attooertty

30

caccatgaag
ccaggticag
gacatgeact
toogigaaaaa
toccagtatt
Caagoigagt

Ctachatigg

gocaccatyg
Qoagecagyt
gatcoagtga
CAYCagaaas
ggtgtgcstt
agecticaanc

actttoggty

cacctotgot
tigcaggaat
gtatcaggty
Jggcttgagt
aa3agcaggy
tctgtgacty

Jgtoagggea

atatgeogogt
gtgacatcca
coattaccty
Caggoaaags
cacgguintc
Cggaagacit

Jag9gacaas

torttotect
Cctggaccagyg
gotocatitc
ggataggcta
tgactatcag
cajcggatac

cattagicas

cttagcocaa
Jatgacacag
cagageotios
acccaagagt
cggateiggy
CYCaacgtac

ggtggagata

gotagtyget
actggtcaaa
ctocaactat
catcacctat
cgtagacace
agocqtotans

Cgttagotea

ctachoggte

TCagaoacag
tactgtoty:

aagegtancga

429

120
120
240
300
360
420
427
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<211> 429

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> HumllD5-VH

<400> 50
aattaaggra ccaagottgc
gotoctaggt gggtgttaan
cogagtgaga ctctatocct

tgggactgaa
tctygggaata

tooaagaanc

tteoggraacc

ccacctacaa

agrLCtoIot

31

caczcatgaan
ccaggticas
Jacatgeasc
acctggtaag

tooctoootg

Caagctotaa

tactytgeaa. guaggggcstt tgactattgg
. gcgaattaa
<210> 51
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador kappa GSP1
<400> 51
gatggatgca ttggitgcags
<210> 52
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador new_ kappa GSP1
<400> 52

atagatarcag

ttggtgrage

catctatagt
ctecaggaat
gttagtggay
ggeooittgagt

aaatcacygcy

2JCgioacan

Jgacagoga

Letttetger gottgtgget

cltggtooogg attagigaaa
Jcagratotc tagoasctat
ggattgggca Catcacoaac

tcacgataag cgtggacact

cagoggatas agecgtatac

cathggtgac tgtcagetca

G0
120
180
240

L
i
[

120

20

20
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32

<210> 53

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> cebador heavy GSP1

<400> 53
cagggtcace atggagtta 19
<210> 54
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

N

<223> cebador xhoI-hGSP2

{

<400> 54
cogotogage gogecgtttea gotacagett gg 32
<210> 55
<211> 32
<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> cebadpr xhoI-hGSP2

<400> 55

(XS]
[ =]

cCgotegay: gggccagtygg atagacagat gg
<210> 56
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> cebador RT-gamma
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33

<400> 56

grgtgtagtyg gitgigcaga g

<210> 57
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador RT-gammaZz
<400> 57

gogecttgIcg gocgty
<210> 5¢&
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador RT-kappa
<400> 58

tggaactgag gadgcaggiyg
<210> 5¢
<211> 3¢
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador 5' Blp

<400> 59

agataagcit tgoicagogt coaccaagg cocatoggt

<210> 60

<211> 34

16
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34
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador 3' Bam(GAG)
<400> 60
| agatggaicc tcatttacoc ggagacagag agag
<210> 61
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador 5' Bsi:
<400> 61
ajataagott cgtacgghyg Sigoacoatc TYTOtt
<210> 62
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> cebador 3' Bam(CTT)

[\

<400> 62

agatggatos ctaacactot cocotgtiga agotet
<210> 63
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

cebador VL-11B7-5'

AN
\V

<400> 63

C

at

L
(=7}
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agataagott gtgcattocog acatocagat gacccayget oo
<210> 64
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador VL-11B7-3'

<400> 64

agatcgtacy ttlcageotas agothggtge otd
<210> 65
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador VL-11D5-5'

<400> 65

agataagoti gigeaiteoy acatocagat gacocaghel ccate
<210> 66
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador VL-11D5-3'
<400> 6¢
agategtacyg titcagotty gtoccay
<210> 67
211> 42
<212> ALN

<213>

e
[
s
l—l -
=h
]——I -
Q
=
a3}
bt

i
rd

45
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36

<220>

<223> cebador VH-11B7/11D5-5'

<400> 67

agataagett gtgeattccg aggtgcaget toaggantca gg

<210> 63

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador VH-11B7/11D5-3'

<400> 68

agatgotgay ctgacagiga coatgactec tiggeos
<210> 69
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> cebador MOUSEl
<400> 69
gegaattcge ¢accatggys agggtoccas tggecty
<210> 70
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> cebador MOUSE2

<400> 70

cageogjaggt ataggeotgtc acagacaczg tcag

<210> 71

42

1

)
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<211>

<212>

<213>

<220>

N
N
[\
(0%
\/

<400>

30

ADN

Artificial

cebador MOUSES3

71

37

graccotgtt aggoraccgd crggcatatc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ataagaatge ggocgotcag gotcegicet Cotgcoity

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

aattogecac catggogtgy cggticccca g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

72

39

ADN

Artificial

cebador MOUSEA4

12

13

31

ADN

Artificial
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monocTonal antibody that binds to the evtracellular domain
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M
PATENT COOPERATION TREATY FCT/ERZO0S/009545
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT
HOTIFICATIONT OF THE RECORDING WEICHMALIMN & WEICEMALIN
OF A CHAMNGE Posiiach §60 320
81635 Miinchen
(PCT Rule 92bis.1 and ALLEMAGNE
Administrative Instructions, Section 422)
Date of mailing (day/month/year)
24 March 2009 (24.02.2009)
Applicant's or agent's file reference IMPORTANT NOTIFICATION
41800P WOMVWD] MTRRIANT g
3
.. International application No. International filing date (day/month/year)
' l FPCT/ERZO0E/009548 12 Hovember 2003 (12.11.2003)
1. The following indications appeared on record conceming;
x the applicant D the inventor D the agent D the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
U3 PHARMA AG DE DE
Bunsenstrasse 1 Telephone No.
62152 Martinsried
Germany
Facsimile No.
E-mail address
2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:
LD the person B the name [J the address [ the nationality ] the residence
Name and Address State of Nationality State of Residence
12 PHARMA GMEH DE DE
Bunsenstrasse 1 Telephone No.
82152 Martinsried
Germany Facsimile No.
E-mail address
[ Notifications by e-mail authorized
3. Iurther observations, if necessary:
4. A copy of this notification has been sent to: [0 the International Preliminary Examining Authority
) B the recciving Office [] the designated Offices concerned
BQ the International Searching Authority [ the clected Offices concerned
[0 the Authority(ies) specified for supplementary search [l other
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombeltes L N
1211 Geneva 20, Switzerland Nissen Diana
e-mail PTO5 PCT@WIPO.INT
Facsimile Mo. --41 22 338 22 70 Telephone No. +-41 22 333 74 05

Form PCT/IB/306 (January 2009) 1/D72BSY9C3



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

MOTIFICATION OF THE PECORDING
OF A CHAMNGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Tistructions, Section 422)

FCT/ERZ008/009542

From the INTERMNATIONAL BUREAU

JGq

Date of mailing (day/month/year)
30 March 2010 (30.03.2010)

To:

WEICEHMALIMN & WEICHMATIN
Fosifach 860 20

21635 Miinchen

ALLEMAGNE

Applicant's or agent's file reference

41500P WO/WWhj

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

FOT/EF2003/009545

International iiling daie (day/month/year)
12 Hovember 2008 (12.11.2003)

1. The following indicaticns appeared on record conceming:

the applicant O the inventor

[ the agent

(] the comreon representative

Name and Address

U3 PHARMA GMBH
Bunsenstrasse 1
82152 Martinsried
Germany

State of Nationality State of Residence

DE DE

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

(] the person [ ihe name
b

B4 ihe address

2. The International Durean hereby notifies the applicant that the following change has been recorded conceming:

[] the nationaliiy [ ihe residence

Wame and Address

Uz PHARMA GMBH

Fraunhoferstr. 22
02152 Martinsriad
Germany

State of Nationality State of Residence

DE DE

Telephone Mo.

Facsimile No.

E-mail addrcss
| Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
B  ihe receiving Office
[J the Intemational Searching Authority
[] the Auihoriiy(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

[

54

(|

The Interrational Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Faceimile Mo. =41 22 332 £9 75

Authorized officer

Gaspais Stephanea

e-mail pt0S.pet@wipo.int
Telephone Mo. +41 22 330

405

Form PCT/IB/306 (January 2009)
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Industria y Comertio

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE FATENTE DE INVENCION PCT

(21) N° de solicitud:

22) Fecha de solicitud:

(30) Pricridad (31} Prioridad ~ (32)  Fecha  (33) Pais

(51) Int C: COTK 0181028

(71)Solicitante(s) U3 PHARMA GMBH

07021921.6 1211112007 EP
{72) Inventor(es)  THORE HETTMANN
Y OTROS
{74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  12/06/2010 (87)  Publicacion intarnacional
(66) Datos relativos ala prasentacion de la solicitud PCT Fecha: 22105/2009

Fecha da prasentacién ds la aolicitud; — 12/11/2008
No. de solicitud FCT/EF2008/009545

N® publicacian: Wo 2009/062690

(54) Titulo: ~ ANTICUERPOS DE AXL

<

Reivindicacidn(es):

1. Un anticuerpo monoclonal caracterizado porque enlaza el
dominio  extracelular de AXL y por 1o menos  inhibe
parcialments la actividad de AXL.

2. El aniicuerpe monoclonal  de  conformidad  con la
reivindicacion 1, caracterizado porque reducs y/o bloquea la
transduccidn de sefial madiada por AXL.

3. Bl anticuarpo monoclonal de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1-2, caracterizado porque reduss ylo
bloquea la fosforilacidn de AXL.

4. El anlicuerpo monoclcnal de conformidad con cualguisra de
fas reivindicacionas 1-3, caraclerizado porque reduce yfo
bloguea la proliferacian celular.

5. Bl anticuerpo inonoclonal de conformidad con cualguiera d=
las reivindicacionas 1-4, caracierizado porgue reduce ylo
blogusa la angiogénesis.

6. El anticuerpo monoclonal de cenformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1-F, caraclerizado porque reduce ylo
blaguea la migracion celular.

7. El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquisra de
las reivindicaciones 1-€, caracterizade porque reduce ylo
bloquea la metastasis turoral.

€. El anficuerpo monoclosal de confarmidad con cualquicra de
la3 reivindicaciones 1-7, caracierizado porque reduce ylo
blaquea la anti-apoptasis mediada por AXL.

9. Bl anficuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera de
las révindicaciones 1-6, caracierizado porque reduce yio
hloguea la sefializacion de P13K mediada por AXL.

10. E! anticuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1-9, caracierizado porque €3 un
aniicuarpo  recombinante, un o anticuerpo hurmanizado, un
anticuerpo quimérica, un anticuerpo muliiespeciiico, o un
fragmento de 10s mismos.

1. El anficuerpo monaclonal de  conformidad  con la
reivindicacion 10, caracterizado porque es un anticuerpo
quirnérico y comprends una secuencia de amincicidos de
cadena pesada selsccionada del grupo el cual consiste de
SEQID NQ: 36, 59, 41, 42 ¢ par 1o menos & daminio variable
de la misma, o una secuencia de aminoacidos la cual fiene
una idenlidad de secusncia de por lo meanos 90% para la
fiisma ylo una secuendcia de aminoacidos de cadena ligera
seleccionada del grupo &l cual consiats de SEQ 1D NO.A7, 400
por lo menos el dominio variable de la misma o un aminoacido
el cual tiene una identidad de secuancia de por lo menos 90%
para la misma < un anticverpo el cual reconoce @l mismo
epilopo en el dominio extracelular de AXL.

12, El anticuerpo monoctonal  de conformidad  con la
reivindicacion 10, caracterizado porgqua @ un anticuerpo
humanizado y comprends una sacusncia de amincacidos de
cadena pesada seleccionada del grupo el cual consiste de
SEQ D NGO 44,46 & por lo menos el dominio variable de la
misma 0 una secuencia de aminvacidos 12 cual tisns una
identidad de secuencia de por 1o rmenas 90% para la misma
ylo una secuencia de aminodcidos de cadena ligera
seleceionada del grupo &f cual congishe de SEQ 1D NO. 42, 45,
o por lo menoz el dominio variable de la misma o una
gacuancia de  aminodcidos que tiene uwna identidad de
secuencia de por lo menos 90% para la misma o un
anticuerpo & cdal reconoce &l mismo epitopo en el dominio
extracelular de AXL.

13. El anticuerpo monoclonal de conformidad con cualiuisra
de las reivindicacionas 1-12, caracterizado porque &2 un
iragrento Fab, un fragmenio Fab', un fragmento F(ab'), un
iragmento Fv, un diacuarpo, o una molécula de anticuerpo de
cadena sencilla.

14, El aniicuerpo monoclonal de conformidad con cualquiera
de lag reivindicacionsas 1-13, caracterizado porque @3 del tipa

igG1-, lgG2, 1gGa-, 6 lgG4.

15. El anticusrpo roncclonal de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1-14, caracterizado porqus s

PP

acoplado a un grupo de eliquetado.
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Bogata D.C,
2020

Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMEHNCIA
Apcderado(a) y/o Reprasentante de
U3 PHARMA GMEH

REFEREHNCIA _ Radicacién N, 10 DES 105
Salicitud intzrnacicnal PCT/EPZO0S/M09548
“echa inicio fase nacional 12/06/2010
Tramite 11
Evento 3i7a
Actuacién 4':@

Ofizio No. L Ql 8 8 8

Como resultacds del examen de forma, realizado con fundaments @n & ariculs 28 de la Decisién 426 de 1a

Comisidn de la Comunidad Anding, articuls 27 del Tratads de Cooperaciin en Maiera de Patente: (PCT), regla
£1 bis del Reglamenta y Circular Unica de la Superintendancia de Industria y Comercio, £& e comuniza quee:

1. Bl sodicitants deke presentar un nuevo ditulo que permita identificar la matzria Jde la cual trata la solicited, ya
que el tituld redacionads no se encuentra con la precisiin necesaria para identificar claramente el abjsto de la
solicitud de patentz, (Pegla 4% PCT, Arl 26-27 D-1%4, Circular dnica 5.2.9)

2. La solicitud no contiens la copia del documenta en que consta la cesion del derecha a la patente dal inventor al
salicitante o a su causante, conforma a o establecids por @l aiculs 26 literal k) de la Decizidn 486 de la
Comisidn de la Comunidad Andina, Cuando 3¢ rate de documentos olorgadas en el edranjers, esios daberdn

legalizarse de conformidad con o dispuesto por los articulo: 259 y 280 del Cadign de Procedimientd Civil,
Cuands 32 trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4,17 0i) del Tratado de Coaperacidn en

Materia de Patenle: PCT,, ¢l alcance de las talzs declaraciones se detarminara s290n indiquen claraments una
ezt de derschos del invertor al solicitante o su causante, de conformidad con 1o dispuests en &l nurmeral
£.2.15 del Capitula Guinda, Tiuls » de la Circular Unica de Supsrintandencia de Industria y Comercio,

D)

En cumplimients de b dispussts por 2l articuls 39 de la Decisiin 498, 22 e requiers para que dentro del térming
de dos meses siguientes a la fecha de notifizaciin del presente oficia, somplete 103 requisites anteriormenta
enunciados. En casa de no dar cumplimients al presente requerimients, 1a solicitud se considerara abandoanaday
parderd su prelacion,

Continua &n la pagina siguisnte...

A contéstar favor indiquz 3l nomero de Seds Cantro: Czrrara 12 Ho. 27-00 Risos 2, 5, 7 y 10 PEX: 5370000
radiczcién qQua se cncuentra a continuaciin Szd2 CANL. Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tal: 5030070

Call Center 6513240. Linca 01800-910165
Woab: vy sic.aov.co o-mail: info@sic.aov.co



~a

o >
NNy Continvacién radicado MNo: 10 062105 b

o Continvacién radicad 0 03 -
) e adieeso T Industria y Comercio
CTUPERINTENMDENCI.A

Hotifiqueze &l presente oficio conforms a o dispussty an el numeral 5.2, litzral @), del capituls quinto del titulo
primero de la Circular Unica FNo 10 de 2001,

AL CARMENZA G .:PI;DES DE VERGEL
Dirzctora de Nwa-xé:s Creaciones ()

/7 8 ‘
El anierior requerimisnto fue notificado por fjacidn en lista de fecha e 20’0
adpal1

Al contestar favor indiqus Sl ndimers de Sads Caniro: Carrera 17 Mo, 27-00 Pisos 2, &, 7 y 10 PBX: 5370000
radicacion que se encuentia a continuacion Szde CAN. Av. Cra 50 to. 26-55 int. 2 Tz) 8330070
Call Conter 6513240. Linsa 01C00-910165
Wab: wwnw sic.aov.co e-mall: info@sic.aov.co



