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ANTICUERPOS ANTI-MESOTELINA E INMUNOCONJUGADOS

SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica el beneficio en virtud de 35 USC 119(e) de
la Solicitud Provisoria de los Estados Unidos Nimero 61/459962 presentada el 20
de diciembre de 2010, los contenidos de la cual se incorporan a la presente a
modo de referencia.

LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que ha sido
presentado en formato ASCIl a través de EFS-Web y se incorpora a modo de
referencia a la presente en su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 29 de
noviembre de 2011, se llama P4532R1.txt y tiene 53,145 de tamano.

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se relaciona con anticuerpos anti-mesotelina e
inmunoconjugados y métodos de uso de los mismos.

ANTECEDENTES

La mesotelina es una glicoproteina de la superficie celular con expresion
normalmente restringida al mesotelio (peritoneo, pericardio y pleura).  Sin
embargo, la mesotelina esta significativamente sobreexpresada en una variedad
de tipos de tumor. La mesotelina interactia con MUC16 (también llamado
CA125), una glicoproteina de tipo mucina previamente identificada como un
antigeno de tumor de ovario. MUC16 tiene un dominio extracelular que
comprende al menos 14.000 residuos y se caracteriza por repeticiones en tandem
de 156 aminoacidos cada uno, que se llaman repeticiones de mucina. (Véase, por
ejemplo, O'Brien et al., Tumour Biol. 22:348-366 (2001); Yin et al., J. Biol. Chem.
276:27371-27375 (2001).) Se cree que la interaccion entre la mesotelina y
MUC16 tiene un rol en la adhesién celular heterotipica y metastasis. (Véase, por
ejemplo, Rump et al., J. Biol. Chem. 279:9190-9198 (2004).)

La mesotelina se sintetiza como una proteina precursora 71 kDa, la porcién
madura de la cual se expresa en la superficie celular. La proteina precursora es
escindida proteoliticamente por la furina en un componente circulante 31 kDa (al
que se hace referencia como factor potenciador de megacariocito, 0 MPF) y

componente de mesotelina 40 kDa. El Gltimo componente puede permanecer



asociado con la superficie celular a través de la union GP! pero también puede
circular a través de un mecanismo proteolitico.

Existe una necesidad en la técnica de agentes que se dirijan a la mesotelina
para el diagnostico y tratamiento de afecciones asociadas a la mesotelina, como
cancer. La invencion satisface la necesidad y proporciona otros beneficios.

SINTESIS

La invencion proporciona anticuerpos anti-mesotelina e inmunoconjugados
y métodos de uso de los mismos.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo aislado que se une a
mesotelina, en donde el anticuerpo se selecciona de: (i) un anticuerpo que se une
a un epitopo de SEQ ID N.°:43 que comprende E153 y D174 y que opcionalmente
posee una o mas de las siguientes caracteristicas: (a) no presente unién reducida
a formas glicosiladas de mesotelina; (b) no bloquea la unién de mesotelina a
MUC16; y (c) se une a mesotelina con una afinidad de < 5 nM; (ii) un anticuerpo
que se une a un epitopo de SEQ ID N.%:43 que comprende E211 y que
opcionalmente posee una o mas de las siguientes caracteristicas: (a) no bloque la
union de mesotelina a MUC16; y (b) une a mesotelina con una afinidad de < 5 nM:
y (iii) un anticuerpo que se une a un epitopo dentro de los aminoacidos 1-131 de
SEQ ID N.°:43 y se une a mesotelina con una afinidad de < 5 nM. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo, humano, humanizado o quimérico.
En ciertas realizaciones, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo que se une a
mesotelina. En ciertas realizaciones, la mesotelina es mesotelina humana de SEQ
ID N.°:43.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende: (a) (i) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:22, (i) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:19, y (i) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:21; (b) (i) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:39, (i) HVR-L3 que
comprende la secuencia de amihoécidos de SEQ ID N.°:35, y (i) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:37; o (c) HVR-H3, HVR-
L3, y HVR-H2 del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de
Acceso de ATCC PTA-11464. En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende
(a) (i) HYR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:20, (ii)
HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21, y (iii)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:22; (b) (i)



HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:36, (ii)
HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:37, y (iii)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:39; o (c)
HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3 del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3
que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464. En una de dichas
realizaciones, el anticuerpo comprende (a) (i) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID N.°:20, (i) HVR~H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.:21, (iii) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.®:22, (iv) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:17, (v) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:18, y (vi) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:19; (b) (i) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:36, (i) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:37, (ii) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:39, (iv) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:33, (v) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:34, y (vi) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:35; o (c) HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3,
HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que
posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464. En otra realizacion, el anticuerpo
comprende (i) HYR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%:20, (i) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%:21, (i) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.:22, (iv) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.2:17, (v) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.2:18, y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%219, y ademas comprende un dominio variable de cadena liviana que
comprende una secuencia FR2 marco de SEQ ID N.°:25 y una secuencia FR3 de
SEQ ID N.°:27.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende (a) (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:17, (i) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:18, y (iii) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.®:19; (b) (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:33, (i) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:34, y (iii) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:35; o (c) HVR-L1, HVR-



L2 y HVR-L3 del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de
Acceso de ATCC PTA-11464. En una de dichas realizaciones, el anticuerpo
comprende HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.?:17, HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:18, y
HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:19, y
ademas comprende un dominio variable de cadena liviana que comprende una
secuencia FR2 marco de SEQ ID N.°:25 y una secuencia FR3 de SEQ ID N.°:27.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo comprende (a) una secuencia VH
que posee al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:8; (b) una secuencia VL que posee al menos 95% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:4; (c) una
secuencia VH como en (a) y una secuencia VL como en (b); (d) una secuencia VH
que posee al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.%:16; (e) una secuencia VL que posee al menos 95% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:12; (f) una
secuencia VH como en (d) y una secuencia VL como en (e); (g) una secuencia VH
que posee al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de la secuencia VH del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3
que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464; (h) una secuencia VL que
posee al menos 95% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de la secuencia VL del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el
N.° de Acceso de ATCC PTA-11464; o (i) una secuencia VH como en (g) y una
secuencia VL como en (h). En una de dichas realizaciones, el anticuerpo
comprende una secuencia VH de SEQ ID N.°:8, una secuencia VH de SEQ ID
N.%:16, o una secuencia VH del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que
posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464. En otra de dichas realizaciones, el
anticuerpo comprende una secuencia VL de SEQ ID N.°:4, una secuencia VL de
SEQ ID N.°:12, o una secuencia VL del anticuerpo producido por el hibridoma
19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende (a)
una secuencia VH de SEQ ID N.°:8 y una secuencia VL de SEQ ID N.°:4; (b) una
secuencia VH de SEQ ID N.°:16 y una secuencia VL de SEQ ID N.%:12; (c) una
secuencia VH y una secuencia VL del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3
que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464; o (d) el anticuerpo producido
por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464.



En ciertas realizaciones, un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones anteriores en un anticuerpo IgG1, IgG2a o IgG2b.

En otro aspecto, la invencién proporciona un acido nucleico aislado que
codifica un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores.
En una realizacion, se proporciona una célula huésped que comprende el acido
nucleico. En otra realizacién, se proporciona un método de produccién de un
anticuerpo, el método que comprende cultivar la célula huésped de manera que se
produzca el anticuerpo.

En otro aspecto, se proporciona un inmunoconjugado que posee la férmula
Ab-(L-D)p, en donde:

(a) Ab es un anticuerpo como en cualquier realizacion anterior;

(b) L es una union;

(c) D es un farmaco de la férmula Dg

s e

R2

y en donde R® y R® son cada uno metilo, R® y R* son cada uno isopropilo,
R® es H, R” es sec-butilo, cada R® es independientemente seleccionado de CHs,
O-CHs, OH, y H; R® es H; y R'® es —C(R®),~C(R®),~arilo; y

(d)  pvariaentre 1-8.

En una realizacién, el farmaco es una auristatina. En una dichas
realizaciones, el farmaco es MMAE. En otra realizacion, la unién es escindible
por una proteasa. En una de dichas realizaciones, la unién comprende un
dipéptido val—cit.

En una realizacion adicional, el inmunoconjugado posee la férmula:

Ab-S OH
° o) o)LN\’g( ﬁ&%ﬂ@
N\/MVaI-Cit N e
0

en donde S es un atomo de azufre. En una de dichas realizaciones, p varia
desde 2-5. En otra de dichas realizaciones, el anticuerpo comprende (i) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:20, (ii) HYR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:21, (ii) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:22, (iv) HVR-L1 que

p
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:17, (v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:18, y (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:19. En otra de dichas
realizaciones, el anticuerpo comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID N.°:36, (ii) HYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:37, (i) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:39, (iv) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:33, (v) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:34, y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:35. En otra de dichas realizaciones, el anticuerpo
comprende (a) una secuencia VH de SEQ ID N.°:8 y una secuencia VL de SEQ ID
N.%:4. En otra de dichas realizaciones, el anticuerpo comprende (b) una secuencia
VH de SEQ ID N.°:16 y una secuencia VL de SEQ ID N.°:12.

En otro aspecto, la invencion proporciona una formulacién farmacéutica que
comprende un inmunoconjugado como en cualquiera de las realizaciones
anteriores y un portador farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, la
formulacién farmacéutica ademas comprende un agente terapéutico adicional. En
una de dichas realizaciones, el agente terapéutico adicional es gemcitabina. En
otra de dichas realizaciones, el agente terapéutico adicional es un anticuerpo anti-
MUC16 conjugado a un agente citotoxico.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un inmunoconjugado
como en cualquiera de las realizaciones anteriores para el uso como un
medicamento. En ciertas realizaciones, la invencién proporciona un
inmunoconjugado como en cualquiera de las realizaciones anteriores para su uso
en el tratamiento de un cancer positivo para mesotelina. En una de dichas
realizaciones, el cancer positivo para mesotelina se selecciona de cancer
pancreatico, cancer de ovarios, cancer de pulmoén, cancer endometrial, y
mesotelioma. En otra de dichas realizaciones, el cancer positivo para mesotelina
es un cancer dual- positivo.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de un
inmunoconjugado como en cualquiera de las realizaciones anteriores en la
produccién de un medicamento. En una realizacién, el medicamento es para el
tratamiento de un cancer positivo para mesotelina. En una de dichas
realizaciones, el cancer positivo para mesotelina se selecciona de cancer

pancreatico, cancer de ovarios, cancer de pulmén, cancer endometrial y
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mesotelioma. En otra de dichas realizaciones, el cancer positivo para mesotelina
es un cancer dual- positivo.

En otro aspecto, se proporciona un método de tratamiento de un individuo
que posee un cancer positivo para mesotelina, el método que comprende la
administracion al individuo de una cantidad efectiva de un inmunoconjugado como
en cualquiera de las realizaciones anteriores. En una realizacion, el cancer
positivo para mesotelina se selecciona de cancer pancreatico, cancer de ovarios,
cancer de pulmén, cancer endometrial y mesotelioma. En otra realizacién, el
cancer positivo para mesotelina es un cancer dual— positivo. En otra realizacién,
el método ademas comprende la administracién de un agente terapéutico
adicional al individuo. En una de dichas realizaciones, el agente terapéutico
adicional es gemcitabina. En otra de dichas realizaciones, el agente terapéutico
adicional es un anticuerpo anti-MUC16 conjugado a un agente citotdxico.

En otro aspecto, se proporciona un método de inhibir la proliferacién de una
célula positiva para mesotelina, el método que comprende la exposicion de la
célula a un inmunoconjugado como en cualquiera de las realizaciones anteriores
en condiciones que permitan la unién del inmunoconjugado a mesotelina sobre la
superficie de la célula, de este modo se inhibe la proliferacién de la célula. En una
realizacion, la célula es una célula pancreatica, de ovarios, de pulmon,
mesotelioma o célula endometrial. En otra realizacion, la célula es una célula
dual—-positiva.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo como en cualquiera
de las realizaciones anteriores, en donde el anticuerpo se conjuga a un marcador.
En una realizacion, el marcador es un emisor de positrones. En una de dichas
realizaciones, el emisor de positrones es %Zr.

En otro aspecto, se proporciona un método de deteccion de mesotelina
humana en una muestra bioldgica, el método que comprende poner en contacto la
muestra bioldgica con un anticuerpo anti-mesotelina como en cualquiera de las
realizaciones anteriores en condiciones que permitan la unién del anticuerpo anti-
mesotelina a una mesotelina humana que ocurre naturalmente, y detectar si se
forma un complejo entre al anticuerpo anti-mesotelina y una mesotelina humana
que ocurre naturalmente en una muestra biolégica. En una realizacién, el
anticuerpo anti~mesotelina comprende (a) HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, HVR-L1,
HVR-L2 y HVR-L3 del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el
N.° de Acceso de ATCC PTA-11464; (b) una secuencia VH y una secuencia VL
del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de
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ATCC PTA-11464; o (d) el anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee
el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464. En otra realizacion, la muestra biolégica
es una muestra de cancer pancreatico, muestra de cancer de ovarios, muestra de
cancer de pulmén, muestra de cancer endometrial, 0 muestra de mesotelioma. En
otra realizacion, el método comprende realizar la inmunohistoquimica en una
seccion de tejido. En otra realizacion, la muestra bioldgica es suero.

En un aspecto adicional, se proporciona un método para detectar cancer
positivo para mesotelina, el método que comprende la administracion de un
anticuerpo anti-mesotelina marcado, en donde el anticuerpo anti-mesotelina es
como en cualquiera de las realizaciones anteriores, a un sujeto que padece o se
sospecha que padece un cancer positivo para mesotelina, y detecta el anticuerpo
anti-mesotelina marcado en un sujeto, en donde la deteccion del anticuerpo anti—
mesotelina marcado indica un cancer positivo para mesotelina en el sujeto. En
una realizacion, el anticuerpo anti-mesotelina marcado comprende un anticuerpo
anti-mesotelina conjugado a emisor de positrones. En una de dichas

realizaciones, el emisor de positrones es %°Zr.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra que la mesotelina es generada por la escision
proteolitica de una proteina precursora en un componente de circulacién 31 kDa
(al que se hace referencia como factor potenciador megacariocito, o MPF) y un
componente de mesotelina 40 kDa. El ultimo componente puede permanecer
asociado con la superficie celular pero también puede ser circulante. “CHO”
representa los cuatro sitios de glisocislacién, uno en MPF y tres en mesotelina.

La Figura 2 muestra una representacion grafica de los niveles de expresién
génica de mesotelina humana en varios tejidos, como se describe en el Ejemplo A.

La Figura 3 muestra las propiedades de los anticuerpos monoclonales anti—
mesotelina asilados como se describe en el Ejemplo B.

La Figura 4 muestra una alineacion de las secuencias de regién de cadena
liviana variable de anticuerpo murino 7D9 (mu7D9) y variantes humanizadas del
mismo (7D9.v1 y 7D9.v3).

La Figura 5 muestra una alineacion de las secuencias de region de cadena
pesada variable de anticuerpo murino 7D9 (mu7D9) y variantes humanizadas del
mismo (7D9.v1 y 7D9.v3).

La Figura 6 muestra las propiedades de variantes quiméricas y
humanizadas de 7D9, como se describe en el Ejemplo C.
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La Figura 7 muestra una alineacion de las secuencias de regién de cadena
liviana variable de anticuerpo murino 22A10 (22A10) y variantes humanizadas del
mismo (hu22A10injerto y 22A10.v83).

La Figura 8 muestra una alineacién de las secuencias de regién de cadena
pesada variable de anticuerpo murino 22A10 (22A10) y variantes humanizadas del
mismo (hu22A10injerto y 22A10.v83).

La Figura 9A muestra el analisis de Scatchard de variantes humanizadas
de 22A10 en células BJAB transfectadas con mesotelina establemente, como se
escribe en el Ejemplo C.

La Figura 9B muestra la inmunoprecipitacidn de mesotelina mediante
variantes humanizadas de 22A10 de las mismas células BJAB transfectadas
establemente, como se escribe en el Ejemplo C.

La Figura 10A muestra las secuencias de regiones hipervariables y marco
de variantes humanizadas de 7D9.

La Figura 10B muestra las secuencias de regiones hipervariables y marco
de variantes humanizadas de 22A10.

La Figura 11 muestra la homologia de secuencia entre la mesotelina de
diferentes especies, como se describe en el Ejemplo D. La Figura 11 describe las
SEQ ID N.°: 43 y 4648, respectivamente, en orden de aparicion.

La Figura 12 muestra las reactividades cruzadas de h7D9.v3 y h22A10.v83
con mesotelina de especies diferentes, como se describe en el Ejemplo D.

La Figura 13 muestra las afinidades de anticuerpos anti-mesotelina
humanizados como se determina por el analisis de Scatchard de lineas celulares
transfectadas que expresan en forma estable mesotelina y lineas celulares que
expresan mesotelina enddgena, como se describe en el Ejemplo E.

La Figura 14 muestra los resultados de los ensayos de competicién entre el
anticuerpo 7D9 o 22A10 y otros anticuerpos monoclonales enumerados en la
Figura 3, como se describe en el Ejemplo F.

La Figura 15 muestra constructos de mesotelina quimérica utilizados para
el mapeo del epitopo (dibujado a escala), como se describe en el Ejemplo G. La
Figura 15 describe “EVEK,” “DAEQ,” y “DVER” como SEQ ID N.°. 51-53,
respectivamente.

La Figura 16 muestra los resultados de FACS para evaluar la unién de 7D9
y 22A10 a las células que expresan la mesotelina quimérica, como se describe en
el Ejemplo G.
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La Figura 17 muestra una estrategia mutacional para identificar los
aminoacidos a los que se unen h7D9.v3 y h22A10.v83, como se describe en el
Ejemplo G. La Figura 17 describe "EVEK" como SEQ ID N.°: 51: "Humano132—
212" "Cyno132-212," "Rata132-212," y "Raté6n132-212", como SEQ ID N.%: 54—
57, respectivamente; "MUT1," "MUT3," "MUT86," "MUT7," "MUT9," "MUT10,"
"MUT13," y "MUT15" humano y de raton, como SEQ ID N.° 58-73,
respectivamente; y "STKD" y "SVKD", como SEQ ID N.° 73 y 74,
respectivamente.

La Figura 18A muestra los resultados de FACS para evaluar la unién de
h7D9.v3 y h22A10.v83 a las células que expresan mutantes de mesotelina
humana, como se describe en el Ejemplo G.

La Figura 18B muestra los resultados de FACS para evaluar la union de
h7D9.v3 a las células que expresan mutantes de mesotelina de monos
cynomolgus, como se describe en el Ejemplo G.

La Figure 19 muestra los residuos de aminoacidos clave dentro de los
epitopos a los que se unen 7D9/h7D9.v3 y 22A10/h22A10.v83, como se describe
en el Ejemplo G. La Figura 19 describe SEQ ID N.°: 54-57, respectivamente, en
orden de aparicion.

La Figura 20 muestra la unién de h7D9.v3 a mesotelina glicosilada, como
se describe en el Ejemplo H.

La Figura 21 muestra los resultados de dos ensayos para determinar si los
anticuerpos 19C3, 7D9 y 22A10 bloquean la unién de mesotelina a MUC16 y
viceversa, como se describe en el Ejemplo .

La Figura 22 muestra la expresién de mesotelina en el adenocarcinoma
ductal pancreatico mediante inmunohistoquimica (IHC), como se describe en el
Ejemplo J.

La Figura 23 muestra la expresion de mesotelina en tumores
adenocarcinoma seroso de ovario mediante inmunohistoquimica (IHC), como se
describe en el Ejemplo J.

La Figura 24 muestra la expresion de mesotelina en el adenocarcinoma
célula de pulmén no pequefia (NSCLC) mediante inmunohistoquimica (IHC), como
se describe en el Ejemplo J.

La Figura 25 muestra la expresion de mesotelina en tejidos de mono
cynomolgus (paneles derechos) mediante inmunohistoquimica (IHC), como se
describe en el Ejemplo J.
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La Figura 26 muestra que el inmunoconjugado h7D9.v3—-vcMMAE
demuestra eficacia en xenoinjertos pancreaticos de HPAC, como se describe en el
Ejemplo L.

La Figura 27 muestra que el inmunoconjugado h7D9.v3—vcMMAE
demuestra eficacia en xenoinjertos pancreatico primario, como se describe en el
Ejemplo M.

La Figura 28 muestra que el inmunoconjugado h7D9.v3-vcMMAE
demuestra eficacia en un modelo de xenoinjerto de tumor de ovario, como se
describe en el Ejemplo N.

La Figura 29 muestra que el inmunoconjugado h7D9.v3—vcMMAE
demuestra eficacia en un modelo de xenoinjerto de carcinoma de célula escamosa
de pulmén, como se describe en el Ejemplo O.

La Figura 30 muestra la eficacia del inmunoconjugado h7D9.v3-vcMMAE
respecto de la mesotelina human es similar a la del inmunoconjugado
h22A10.v83-vcMMAE respecto de la mesotelina de mono cynomolgus en modelos
de tumor de xenoinjerto BJAB transfectados, como se describe en el Ejemplo P.

La Figura 31 muestra la eficacia del inmunoconjugado h7D9.v3—vcMMAE
es similar a la del inmunoconjugado h22A10.v83—-vcMMAE en mesotelina y
modelos de tumor de ovarios, como se describe en el Ejemplo P.

La Figura 32 muestra que MUC16 forma un complejo con mesotelina, y dos
proteinas son co—circulares de la lineas celulares duales—positivas, como se
describe en el Ejemplo Q.

La Figura 33 muestra que 19C3, pero no 7D9, desplaza el MUC16 pre—
unido de mesotelina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES DE LA INVENCION

DEFINICIONES

Un “marco humano aceptante” a los fines de la presente es un marco que
comprende la secuencia de aminoacidos de un marco de dominio variable de
cadena liviana (VL) o un marco de dominio variable de cadena pesada (VH)
derivado de un marco de inmunoglobulina humana o un marco consenso humano,
como se define a continuacion. Un marco humano aceptante “derivado de” un
marco de inmunoglobulina humana o marco consenso humano puede comprender
la misma secuencia de aminoacidos del mismo, o puede contener cambios de

secuencia de aminoacidos. En algunas realizaciones, el nimero de cambios de
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aminoacidos es 10 o menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 o
menos, 4 0 menos, 3 0 menos, 0 2 o menos. En algunas realizaciones, el marco
humand aceptante VL es idéntico en secuencia a la secuencia marco de
inmunoglobulina humana VL o secuencia marco consenso humana.

“‘Afinidad” se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no
covalentes entre un solo sitio de union de una molécula (por ejemplo, un
anticuerpo) y su comparnero de unioén (por ejemplo, un antigeno). Salvo que se
indique del modo contrario, como se utiliza en la presente “afinidad de unién” se
refiere a la afinidad de unién intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre los
miembros de un par de unién (por ejemplo, un anticuerpo y antigeno). La afinidad
de una molécula X para su compariero Y puede representarse generalmente por la
constante de disociacion (Kd). La afinidad puede medirse por métodos comunes
conocidos en la técnica, con inclusién de aquellos descriptos en la presente. Las
realizaciones ejemplares e ilustrativas especificas para medir la afinidad de union
se describen a continuacion.

Un anticuerpo de “afinindad madura” se refiere a un anticuerpo con una o
mas alteraciones en una o mas regiones hipervariables (HVRs), en comparacion
con un anticuerpo progenitor que no posee dichas alteraciones, tales alteraciones
que dan por resultado una mejora en la afinidad del anticuerpo para el antigeno.

Los términos “anticuerpo anti-mesotelina” o “anticuerpo que se une a
mesotelina” se refiere a un anticuerpo que es capaz de unirse a mesotelina con
suficiente afinidad de manera que el anticuerpo es util como agente de diagnostico
y/o agente terapéutico para dirigirse a mesotelina. En una realizacion, la
extensién de la unién de un anticuerpo anti-mesotelina a una proteina no—
mesotelina no relacionada es menos de aproximadamente 10% de la unién del
anticuerpo a mesotelina como se mide, por ejempio, mediante un
radioinmunoensayo (RIA, por sus siglas en inglés). En ciertas realizaciones, un
anticuerpo que se une a mesotelina tiene una constante de disociacion (Kd) de
< 1uM, =100 nM, =10 nM, =1 nM, <0,1 nM, <0,01 nM, o 0,001 nM (por
ejemplo, 10° M o menos, por ejemplo, desde 10° M a 107" M, por ejemplo.,
desde 10° M a 107"* M). En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-mesotelina
se une a un epitopo de mesotelina que se conserva dentro de mesotelina de
especies diferentes.

El término "anticuerpo” se utiliza en la presente en el sentido mas amplio y
abarca varias estructuras de anticuerpo, con inclusion, a titulo ilustrativo, de

anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos
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(por ejemplo, anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpo siempre que
presenten la actividad de unién al antigeno deseada.

Un “fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta del
anticuerpo intacto que comprende una porcién de un anticuerpo intacto y que se
une el antigeno al que el anticuerpo intacto se une. Los ejemplos de fragmentos
de anticuerpos incluyen, a titulo ilustrativo, Fv, Fab, Fab', Fab'-=SH, F(ab'),;
diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena Unica (por
ejemplo, scFv); y anticuerpos multiespecificos formados de fragmentos de
anticuerpo.

Un “anticuerpo que se une al mismo epitopo” como un anticuerpo de
referencia se refiere a una anticuerpo que bloquea la unidén del anticuerpo de
referencia a su antigeno en un ensayo de competicion en 50% o mas, y por el
contrario, el anticuerpo de referencia bloquea la unién del anticuerpo a su antigeno
en un ensayo de competicion en un 50% o mas. Un ensayo de competicion
ejemplar se proporciona en la presente.

Los términos “cancer” y “cancerigeno” se refieren o describen la afeccién
patologica en mamiferos que es tipicamente caracterizada por la proliferacién
Icrecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, a titulo
ilustrativo, carcinoma, linfoma (por ejemplo, linfoma de Hodgkin y linfoma de no
Hodgkin), blastoma, sarcoma, y leucemia. Los ejemplos mas particulares de
dichos canceres incluyen cancer de célula escamosa, cancer de pulmén de célula
pequefa, cancer de pulmén de célula no pequefa, adenocarcinoma del pulmén,
carcinoma escamoso de pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular,
cancer gastrointestinal, cancer pancredtico, glioma, cancer cervical, cancer de
ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de
colon, cancer colorrectal, cancer de endometrial o uterino, carcinoma de glandula
salival, cancer de rifién, cancer de higado, cancer de préstata, cancer de vulva,
cancer de tiroides, carcinoma hepatico, leucemia y otros trastornos
linfoproliferativos, y varios tipos de cancer de cabeza y cuello.

El termino anticuerpo “quimérico” se refiere a un anticuerpo en el que una
porcion de cadena pesada y/o liviana deriva de una especie o fuente particular,
mientras que el resto de la cadena pesada y/o liviana deriva de una especie o
fuente diferente.

La “clase” de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio contante o region
constante poseida por su cadena pesada. Hay cinco clases principales de
anticuerpos. IgA, IgD, IgE, 1gG, y IgM, y varias de éstas pueden ademas dividirse



18

en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG+, 1gG2, 1gGs, 1gGa, 1gA1, y IgA,. Los
dominios constantes de cadena pesada que corresponden a diferentes clases de
inmunoglobulinas son llamados a, d, €, v, y 4, respectivamente.

El término “agente citotoxico” como se utiliza en la presente se refiere a una
sustancia que inhibe o previene la funcién celular y/o provoca la muerte o
destruccion celular. Los agentes citotdxicos incluyen, a titulo ilustrativo, isétopos
radioactivos (por ejemplo, A", 13" 2 Y90 Re'® Re'® sm'S Bj?'2 p32 pp2!2
e isotopos radioactivos de Lu), agentes quimioterapéuticos o farmacos (por
ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca, (vincristina, vinblastina,
etoposido), doxorubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorubicin u
otros agentes intercalantes) agentes inhibidores de crecimiento; enzimas y
fragmentos de los mismos como enzimas nucleoliticas, antibidticos y toxinas,
como toxinas de molécula pequena o toxinas enzimaticamente activas de origen
bacterial, fungicida, vegetal o animal, con inclusién de fragmentos y/o variantes de
los mismos, y varios agentes antitumor y anticancerigenos descriptos a
continuacion.

El término “cancer dual-positivo” se refiere a un cancer que comprende
células que son tanto positivos para mesotelina como para MUC16.

El término “célula dual—positiva” se refiere a una célula que expresa tanto
mesotelina como MUC16 en su superficie.

‘Funciones efectoras” se refiere a aquellas actividades biologicas
atribuibles a la region Fc de un anticuerpo, que varia con el isdtopo de anticuerpo.
Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: Citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC, por sus siglas en inglés) y unién C1q; unién a
receptor Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC,
por sus siglas en inglés),; fagocitosis; regulacion por disminucion de receptores de
superficie celular (por ejemplo, receptor de célula B), y activacién de célula B.

Una “cantidad efectiva” de un agente, por ejemplo, una formulacion
farmacéutica, se refiere a una cantidad efectiva, en dosis y por periodos de tiempo
necesario, para lograr el resultado terapéutico o profilactico deseado.

El término “epitopo” se refiere al sitio particular en una molécula de
antigeno a la que se une un anticuerpo.

El término “region Fc” en la presente se utiliza para definir una region
terminal C de una cadena pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una
porcion de la regién constante. El término incluye regiones Fc de secuencia nativa

y regiones Fc variantes. En una realizacién, una regién Fc de cadena pesada de
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IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, a la terminal carboxilo
de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina de terminal C (Lys447) de la regién
Fc puede o no estar presente. Salvo que especificamente se determine de otro
modo en la presente, la numeracién de los residuos de aminoacido en la regién Fc
o la regién constante esta de acuerdo con el sistema de numeracion EU, también
llamado indice EU, como se describe en Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5ta Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, 1991.

“Marco” o “FR” se refiere a residuos de dominio variable distintos de los
residuos de region hipervariable (HVR, por sus siglas en inglés). El FR de un
dominio variable generalmente consta de cuatro dominios FR. FR1, FR2, FR3, y
FR4. Por consiguiente, las HVR y secuencias FR generalmente aparecen en la
siguiente secuencia en VH (o VL). FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Los terminos “anticuerpo de longitud completa,” “anticuerpo inacto,” y
“anticuerpo completo” como se utiliza en la presente se utilizan de manera
indistinta para hacer referencia a un anticuerpo que tiene una estructura
sustancialmente similar a una estructura de anticuerpo nativo o que tiene cadenas
pesadas que contienen una region Fc como se define en la presente.

El termino “formas glicosiladas de mesotelina” se refiere a las formas que
ocurren naturalmente de mesotelina que son post—translacionalmente modificadas
por el agregado de residuos de carbohidrato.

Los términos "célula huésped,” "linea de célula huésped,” y "cultivo de
celula huésped" se utilizan en la presente de manera indistinta y hacen referencia
a las células en las que se ha introducido un acido nucleico exégeno, con inclusion
de la progenie de dichas células. Las células huésped incluyen “transformantes” y
células trasnformadas” que incluyen la célula transformada primaria y progenie
deriva da la misma independientemente del nimero de pasajes. La progenie
puede no ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a la célula
progenitora, pero puede contener mutaciones. La progenie mutante que tiene la
misma funcion o actividad biolégica como se clasifica o selecciona en la célula
originalmente transformada se incluye en la presente.

Un “anticuerpo humano” es uno que posee una secuencia de aminoacidos
que se corresponde al de un anticuerpo producido por un humano o célula
humana o derivado de una fuente no humana que utiliza repertorios de anticuerpo

humano u otras secuencias que codifican anticuerpo humano. La definicion de un
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anticuerpo humano especificamente excluye un anticuerpo humanizado que
comprende residuos de unién al antigeno no humano.

Una “secuencia consenso humana” es un marco que representa los
residuos de aminoacido que ocurren mas cominmente en una seleccién de
secuencias marco VL o VH de inmunoglobulina humana. Generalmente, la
seleccion de secuencias VL o VH de inmunoglobulina humana es de un subgrupo
de secuencias de dominio variable. Generalmente, el subgrupo de secuencia es
un subgrupo como en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicién, NIH Publicacion 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1—-
3. En una realizacion, para el VL, el subgrupo es un subgrupo kappa | como en
Kabat et al., supra. En una realizacion, para el VH, el subgrupo es un subgrupo Il
como en Kabat et al., supra.

Un anticuerpo “humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que
comprende residuos de aminoacidos de HVRs no humanas y residuos de
aminoacidos de FRs humanos. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos o al menos uno, y tipicamente
dos dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las HVR (por
ejemplo, CDR) corresponden a aquellos de un anticuerpo no humano, y todos o
sustancialmente todos los FR corresponden aquellos de un anticuerpo humano.
Un anticuerpo humanizado opcionalmente puede comprender al menos una
porcion de una regién constante de anticuerpo derivada de un anticuerpo humano.
Una “forma humanizada” de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano,
se refiere a un anticuerpo que ha sido sometido a humanizacion.

El término “region hipervariable” o “HVR”, como se utiliza en la presente, se
refiere a las regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables
en secuencia y/o forman bucles estructuralmente definidos (“bucles
hipervariables”). Generalmente, los anticuerpos de cuatro cadenas nativos
comprenden seis HVR, tres en VH (H1, H2, H3), y tres en VL (L1, L2, L3). Las
HVR generalmente comprenden residuos de aminoacidos de los bucles
hipervariables y/o de las “regiones determinantes de la complementariedad”
(CDR), esta ultima siendo de la variabilidad de secuencia mas alta y/o involucrada
en el reconocimiento del antigeno. Los bucles hipervariables ejemplares ocurren
en los residuos de aminoacidos 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 2632 (H1),
53-55 (H2), y 96-101 (H3). (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987).)
Las CDR ejemplares (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2, y CDR-
H3) ocurren en los residuos aminoacidos 24-34 de L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3,
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31-35B de H1, 50-65 de H2, y 95-102 de H3. (Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5ta Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD (1991).) Con la excepcion de CDR1 en VH, las
CDR generalmente comprenden los residuos de aminoacidos que forman los
bucles hipervariables. Las CDR también comprenden “residuos de determinacién
de especificidad,” o “SDR,” que son residuos que contactan el antigeno. Los
SDRs estan contenidos dentro de las regiones de las CDRs llamadas CDR
abreviadas, o las a-CDR. Las a—CDR ejemplares (a—CDR-L1, a~CDR-L2, a—
CDR-L3, a-CDR-H1, a-CDR-H2, y a~CDR-H3) ocurren en los residuos
aminoacidos 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B de H1, 50-58 de
H2, y 95-102 de H3. (Véase Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619—-1633
(2008).) Salvo que se indique lo contrario, los residuos de HVR y otros residuos
en el dominio hipervariable (por ejemplo, residuos FR) se numeran en la presente
de acuerdo con Kabat et al., supra.

Un “inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado con una o mas
moléculas heter6logas, con inclusion, a titulo ilustrativo, de un agente citotoxico.

Un “individuo” o “sujeto” es un mamifero. Los mamiferos incluyen, a titulo
ilustrativo, animales domesticados (por ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y
caballos), primates (por ejemplo, primates humanos y no humanos, como monos),
conejos, y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En ciertas realizaciones, el
individuo o sujeto es un humano.

Un “anticuerpo aislado” es uno que ha sido separado de un componente de
su ambiente natural. En algunas realizaciones, un anticuerpo es purificado a mas
de 95% o 99% de pureza, segun lo determinado mediante, por ejemplo,
electroforesis (por ejemplo, SDS-PAGE, focalizaciéon isoeléctrica (IEF),
electroforesis capilar) o cromatografia (por ejemplo, HPLC de fase reversa o
intercambio iénico). Para la revisién de los métodos de evaluacion de la pureza de
anticuerpo, veéase, por ejemplo, Flatman et al., J. Chromatogr. B 848:79-87
(2007).

Un “acido nucleico aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico que
se ha separado de un componente de su ambiente natural. Un &cido nucleico
aislado incluye una molécula de &cido nucleico contenida en células que
comunmente contienen la molécula de 4acido nucleico, pero la molécula de &cido
nucleico esta presente extracromosomalmente o en una ubicacién cromosomal

que es diferente de su ubicacion cromosémica natural.
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“Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo anti-mesotelina” se
refiere a una o mas moléculas de acido nucleico que codifican las cadenas livianas
y pesadas del anticuerpo (o fragmentos del mismo), con inclusién de dichas
moléculas de acidos nucleico en un solo vector o vectores separados, y dichas
moléculas de acido nucleico presentes en una o mas ubicaciones en una célula
huésped.

El término “mesotelina”, como se utiliza en la presente, se refiere a
mesotelina madura que resulta del procesamiento de una proteina precursora de
mesotelina en una celula. El término incluye mesotelina de cualquier fuente de
vertebrado, con inclusién de mamiferos, como primates (por ejemplo, humanos y
monos cynomolgus) y roedores (por ejemplo ratones y ratas), salvo que se indique
de otro modo. EI término también abarca variantes que ocurren naturalmente de
mesotelina, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas. La secuencia
de aminoacidos de una proteina precursora de mesotelina humana ejemplar se
muestra en SEQ ID N.° 42, y una mesotelina humana ejemplar se muestra en
SEQ ID N.° 43. Otras secuencias de mesotelina ejemplares se describen en la
presente.

El término “cancer positivo para mesotelina” se refiere a cancer que
comprende células que expresan mesotelina en su superficie.

El término “célula positiva para mesotelina” se refiere a una célula que
expresa mesotelina en su superficie.

El término "anticuerpo monoclonal”, como se utiliza en la presente se refiere
a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son
idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por anticuerpos variantes
posibles, por ejemplo, que contienen mutaciones que ocurren naturalmente o que
surgen durante la produccién de una preparacion de anticuerpo monoclonal,
dichas variantes generalmente estan presente en cantidades menores. Por el
contrario a las preparaciones del anticuerpo policlonal, que generalmente incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos hacia diferentes determinantes (epitopos), cada
anticuerpo monoclonal de una preparacién de anticuerpo monoclonal es dirigido
hacia una sola determinante en un antigeno. Por lo tanto, el modificador
‘monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como se obtiene de una poblacién
sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse como que
requiere la produccién del anticuerpo por cualquier método particular. Por

ejemplo, los anticuerpos monoclonales a utilizarse de acuerdo con la presente
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invencién pueden realizarse mediante una variedad de técnicas, con inclusion del
método de hibridoma, métodos de ADN recombinante, métodos de muestra de
fagos, y métodos de utilizacién de animales transgénicos que contienen todo o
parte de las ubicaciones de inmunoglobulina humana, dichos métodos y otros
métodos ejemplares para producir anticuerpos monoclonales se describen en la
presente.

El término “cancer positivo para MUC16” se refiere a cancer que comprende
células que expresan MUC16 en su superficie.

El término “célula positiva para MUC16” se refiere a una célula que expresa
MUC16 en su superficie.

Un “anticuerpo desnudo” se refiere a un anticuerpo que no se conjuga a una
porcion heterdloga (por ejemplo, una porcién citotéxica) o radiomarcada. El
anticuerpo desnudo puede estar presente en una formulacién farmacéutica.

"Anticuerpos nativos” se refiere a moléculas de inmunoglobulina que
ocurren naturalmente con estructuras variadas. Por ejemplo, anticuerpos de 1gG
nativos son glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000
daltons, compuestas de dos cadenas livianas idénticas y dos cadenas pesadas
idénticas que son unidas por disulfuro. De la terminal N a C, cada cadena pesada
tiene una regién variable (VH), también llamada dominio pesado variable o
dominio variable de cadena pesada, seguidas de tres dominios constantes (CH1,
CH2, y CH3). En forma similar, de la terminal N a C, cada cadena liviana tiene
una regién variable (VL), también llamada dominio liviano variable o dominio
variable de cadena liviana, seguidas por un dominio constante liviano (CL). La
cadena liviana de un anticuerpo puede asignarse a uno de dos tipos, llamados
kappa (k) y lambda (A), en base a la secuencia de aminoacidos de su dominio
constante.

El término “prospecto” se utiliza para hacer referencia a las instrucciones
que en general se incluyen en los paquetes comerciales de los productos
terapéuticos, que contiene informacion sobre las indicaciones, uso, dosis,
administracion, terapia de combinacion, contraindicaciones y/o advertencias
relativas al uso de dichos productos terapéuticos.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a
una secuencia de polipéptido de referencia se define como el porcentaje de
residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos con los
residuos de aminoacidos en la secuencia de polipéptido de referencia, luego de la

alineacion de secuencia y la introduccién de los blancos, si es necesario, para
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lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y no considerar cualquier
sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. La alineacion
a los fines de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos
puede lograrse de varias manera que estan dentro de la experiencia en la técnica,
por ejemplo, utilizando software computacion disponible al pablico, como software
BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Aquellos en la técnica pueden
determinar los pardmetros apropiados para alinear las secuencias con inclusion de
cualquier algoritmo que se necesite para lograr la alineacién maxima en la longitud
completa de las secuencias que se estan comparando. A los fines de la presente,
sin embargo, los valores de % de identidad de secuencias de aminoacidos se
generan utilizando el programa informatico de comparacion de secuencias
ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2 fue
creado por Genentech, Inc., y el cddigo de fuente se ha presentado con la
documentacién de usuario en la Oficina de Derechos de Autor de los Estados
Unidos [U.S. Copyright Office], Washington D.C., 20559, donde se registro con el
N.® de Registro de Derechos de Autor de los Estados Unidos TXU510087. El
programa ALIGN-2 esta disponible al publico a través de Genentech, Inc., South
San Francisco, California o puede compilarse del cédigo de fuente. El programa
ALIGN-2 debe compilarse para el uso en un sistema operativo UNIX, con
inclusion de UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacion de
secuencia se establecen mediante el programa ALIGN-2 y no varian.

En situaciones donde se emplea ALIGN-2 para comparaciones de
secuencias de aminoacidos, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de
una secuencia de aminoacidos dada A respecto de, con, contra una secuencia de
aminoacidos dada B (que en forma alternativa puede expresarse como una
secuencia de aminoacidos dada A que tiene o comprende un cierto % de identidad
de secuencia de aminoacidos respecto de, con, contra una secuencia de

aminoacidos dada B) se calcula de la siguiente manera:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el numero de residuos de aminoacidos indicado como
coincidencias idénticas mediante el programa de alineacidon de secuencias
ALIGN-2 en esa alineacion del programa de A y B, y donde Y es el numero total
de residuos de aminoacidos en B. Se apreciara que donde la longitud de la

secuencia de aminoacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de
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aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con B no
sera igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con A. Salvo que
especificamente se determine lo contrario, todos los valores del % de identidad de
secuencia de aminoacidos utilizados en la presente se obtienen como se describe
en el parrafo inmediatamente precedente utilizando el programa informético
ALIGN-2.

El término “formulacién farmacéutica" se refiere a una preparacion que
estan en una forma tal que permita la actividad biolégica de un ingrediente activo
contenido en el mismo para ser efectivo, y que no contiene componentes
adicionales que son inaceptablemente téxicos para un sujeto al que se le
administraria la formulacion.

Un “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en
una formulacion farmacéutica, que no sea un ingrediente activo, que no es téxico
para un sujeto. Un portador farmacéuticamente aceptable incluye, a titulo
ilustrativo, un buffer, excipiente, estabilizador, o conservante.

Como se utiliza en la presente, “tratamiento” (y variaciones gramaticales de
la misma, como “tratar” o “que trata”) se refiere a la intervencién clinica en un
intento de alterar el curso natural del individuo o célula a tratarse, y puede llevarse
a cabo ya sea por profilaxis o durante el curso de la patologia clinica. Los efectos
convenientes del tratamiento incluyen, a titulo ilustrativo, la prevencién de la
ocurrencia o recurrencia de la enfermedad, alivio de lo sintomas, disminucién de
cualquier consecuencia patolégica directa o indirecta, prevencién de la metastasis,
disminucion de la velocidad de progresion de la enfermedad, mejora o alivio del
estado de enfermedad, y remisién o prognosis mejorada. En algunas
realizaciones, los anticuerpos de la invencion se utilizan para retrasar el desarrollo
de una enfermedad o aletargar la progresién de una enfermedad.

El término “regién variable” o “dominio variable” se refiere al dominio de una
cadena pesada o liviana de anticuerpo que esta involucrada en la unidén del
anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y cadena
liviana (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo nativo generalmente posee
estructuras similares, con cada dominio que comprende cuatro regiones marco
conservadas (FRs) y tres regiones hipervariables (HVRs). (Ver, por ejemplo, Kindt
et al. Kuby Immunology, 6® ed., W.H. Freeman and Co., pagina 91 (2007).) Un
dominio VH o VL solo puede ser suficiente para proporcionar especificidad de
unién al antigeno. Asimismo, los anticuerpos que se unen a un antigeno particular

pueden aislarse utilizando un dominio VH o VL de un anticuerpo que une al
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antigeno para tamizar una biblioteca de dominios VL o VH complementarios,
respectivamente. Véase, por ejemplo, Portolano et al., J. Immunol. 150:880-887
(1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).

El término “vector”, como se utiliza en la presente, hace referencia a una
molécula de acido nucleico capaz de propagar otro acido nucleico al que ha
estado unido. El término incluye el vector con una estructura nucleica de auto
replicacion asi como el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en
la que se ha introducido. Ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de
acidos nucleicos a los que estan operativamente unidos. Dichos vectores se

mencionan en la presente como “vectores de expresion”.

COMPOSICIONES Y METODOS
En un aspecto, la invencién se basa, en parte, en anticuerpos que se unen
a mesotelina e inmunoconjugados que comprenden dichos anticuerpos. Los
anticuerpos inmunoconjugados de la invencién son Utiles, por ejemplo, para el

diagnostico o tratamiento de canceres positivos para mesotelina.

Anticuerpos Anti-Mesotelina Ejemplares

En un aspecto, la invencion proporciona anticuerpos aislados que se unen a
mesotelina. La mesotelina que ocurre naturalmente resulta de la escisiéon de una
proteina precursora de mesotelina en una célula, que genera mesotelina y factor
potenciador de megacariocito (MPF), como se muestra en la Figura 1. La
mesotelina contiene un truncamiento en la terminal C relativo a la proteina
precursora. Dicho truncamiento puede permitir la union de un ancla GP1. La
mesotelina puede permanecer asociada con la superficie celular, por ejemplo, a
través de un ancla GPI, o la mesotelina puede liberarse de la célula (por ejemplo,
el ancla GPI puede escindirse por una enzima aun no identificada) para producir la
mesotelina circulante en un cultivo celular o suero de animal.

Una secuencia de proteina precursora de mesotelina humana que ocurre
naturalmente ejemplar se proporciona en SEQ ID N.° 42, y la secuencia de
mesotelina correspondiente se muestra en SEQ ID N.°:43 (correspondientes a los
aminoacidos 296-580 de SEQ ID N.°:42). Una secuencia de mesotelina
alternativa corresponde a los aminoacidos 296-598 de SEQ ID N.°42. La SEQ ID
N.°44 es una variante que ocurre naturalmente de SEQ ID N.2:42, del
procesamiento de la cual se produce una mesotelina que posee la secuencia de
SEQ ID N.°:45. La SEQ ID N.°:45 contiene una insercién de ocho aminoacidos en
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el aminoacido 116 relativo a la SEQ ID N.°:43. La forma variante de mesotelina
que se muestra en la SEQ ID N.°.45 parece comprende ~5% de las
transcripciones de mesotelina en las lineas celulares de tumor.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-mesotelina tiene al menos una
0 mas de las siguientes caracteristicas, en cualquier combinacion:

(a) se une a un epitopo de SEQ ID N.%:43 que comprende (i) E153y D174 o
(i) E211;

(b) presenta o no presenta unién alterada o reducida a diferentes formas
glicosiladas de mesotelina;

(c) bloquea o no bloquea la unién de mesotelina a MUC186.

(d) se une a mesotelina con una afinidad de < 5 nM, o alternativamente < 1
nM, o alternativamente < 0,5 nM, o alternativamente < 0,1 nM, y opcionalmente 2
0,0001 nM.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, un anticuerpo que no bloquea
la unién de mesotelina a MUC16 es un anticuerpo que aumenta la unién de
mesotelina a MUC16.

En otra realizacién, un anticuerpo anti-mesotelina se une a un epitopo de
SEQ ID N.°:43 que comprende E153 y D174. En una de dichas realizaciones, el
anticuerpo anti-mesotelina ademas tiene una o mas de las siguientes
caracteristicas, en cualquier combinacién:

(a) no presenta unién reducida a las formas glicosiladas de mesotelina;

(b) no bloguea la unién de mesotelina a MUC16.

(d) se une a mesotelina con una afinidad de < 5 nM, o alternativamente < 1
nM, o alternativamente < 0,5 nM, y opcionalmente = 0,0001 nM.

En dichas realizaciones, un anticuerpo que no bloquea la union de
mesotelina a MUC16 aumenta la unién e mesotelina a MUC16 y/o el anticuerpo se
un con una afinidad de < 1 nM. Un anticuerpo ejemplar que posee las
caracteristicas anteriores es 7D9 y variantes humanizadas del mismo, como
h7D9.v3, descripto en la presente. En cualquiera de las realizaciones anteriores,
la mesotelina a la que se une un anticuerpo anti-mesotelina es mesotelina
humana.

En otra realizacion, un anticuerpo anti-mesotelina se une a un epitopo de
SEQ ID N.°43 que comprende E211. En una de dichas realizaciones, el
anticuerpo anti-mesotelina ademas tiene una o mas de las siguientes
caracteristicas:

(a) no bloquea la unién de mesotelina a MUC16;
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(b) se une a mesotelina con una afinidad de < 5 nM, o alternativamente < 1
nM, o alternativamente < 0,5 nM, y opcionalmente = 0,0001 nM.

En dichas realizaciones, un anticuerpo que no bloquea la unién de
mesotelina a MUC16 aumenta la unién de mesotelina a MUC16 y/o el anticuerpo
se une con una afinidad de < 1 nM. Un anticuerpo ejemplar que posee las
caracteristicas anteriores es 22A10 y variantes humanizadas del mismo, como
22A10.v83, descripto en la presente. En cualquiera de las realizaciones
anteriores, la mesotelina a la que se une un anticuerpo anti-mesotelina es
mesotelina humana, mesotelina de mono cynomologus, y/o mesotelina de ratas.

En otra realizacién, un anticuerpo anti-mesotelina:

(a) se une a un epitopo dentro de los aminoacidos 1-131 de SEQ ID N.° 43;

(b) se une a mesotelina con una afinidad de < 5 nM, o alternativamente < 1
nM, o alternativamente < 0,5 nM, o alternativamente < 0,1 nM, y opcionalmente >
0,0001 nM.

En una de dichas realizaciones, el anticuerpo bloquea la union de
mesotelina a MUC16 y/o se une a un epitopo dentro de los aminoacidos 1-64 0 1—
70 de SEQ ID N.°43. En una de dichas realizaciones, el anticuerpo desplaza
MUC16 unido a mesotelina. Un anticuerpo ejemplar que posee las anteriores
caracteristicas es 19C3, descripto en la presente. En cualquiera de las
realizaciones anteriores, la mesotelina a la que se une un anticuerpo anti—
mesotelina es mesotelina humana.

Ensayos

A los fines de determinar si un anticuerpo anti-mesotelina “se une a un
epitopo de SEQ ID N.°:43 que comprende E153 y D174,” 0 “se une a un epitopo
de SEQ ID N.®:43 que comprende E211,” aquellos residuos que mutan en un
polipéptido que comprende SEQ ID N.°:43, y unién del anticuerpo al polipéptido
mutado expresado en 293 células se evalta mediante FACS como se describe en
el Ejemplo G, en donde una reduccion sustancial (2 70% de reduccion) o
eliminacion de unién del anticuerpo al polipéptido mutado indica que el anticuerpo
se une a un epitopo de SEQ ID N.°:43 que comprende E153 y D174, o que
comprende E211.

A los fines de determinar si un anticuerpo anti-mesotelina “no presenta
union reducida a las formas glicosiladas de mesotelina,” la mesotelina humana
etiquetadas se expresa en células CHO, se purifica (mediante una etiqueta) y

ademas se separa de acuerdo con la carga en una columna Mono S en fracciones
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con glisocilacion de mesotelina alta (fraccion A11), media (A12), baja (B1) y de
baja a ninguna (B5), como se describe en ele Ejemplo H. Cada fraccién fluye
sobre un chip con anticuerpo anti-mesotelina, y los indices de asociacién (on) y
disociacion (off) se miden para cada fraccion. Si las afinidades para cada fraccion
estan dentro de 25% entre si, esto indica que el anticuerpo no presenta unién
reducida a las formas glicosiladas de mesotelina.

A los fines de determinar si un anticuerpo anti-mesotelina “bloquea la unién
de mesotelina a MUC16”, “no bloquea la unién de mesotelina a MUC 16”, o
“‘aumenta la unién de mesotelina a MUC16”, un ensayo de unién de MUC16 se
realiza, de la siguiente manera. Especificamente, un fragmento biotinilado de
MUC16 (que abarca tres de las repeticiones de mucina) se incuba con células
A431 que expresan de manera estable mesotelina en la presencia o ausencia de
anticuerpo anti-mesotelina, y el nivel de union de MUC16-biotina a células se
determina mediante FACS con estreptavidina—PE. El sitio de unién de mesotelina
de MUC16 se ha maneado de manera tentativa a los primeros 64 aminoacidos de
mesotelina (Kaneko et al., J. Biol Chem. 284:3739-49 (2009)). Por el contrario,
las células PC3 que expresan de manera estable MUC16 se incuban con
mesotelina—his8 purificada ("his8" descripta como SEQ ID N.°: 49) preincubada
con anticuerpos anti-mesotelina, y la unién de complejos de anticuerpo
mesotelina—his8:purificada a células que expresan MUC16 se detecta mediante
FACS utilizando un anticuerpo anti-His6 conjugado Alexa-647 ("His6" descripto
como SEQ ID N.°: 50). Sien ninguno de los ensayos anteriores, la sefial de FACS
es 250% inferior en la presencia de anticuerpo anti-mesotelina que en la
ausencia, entonces ese anticuerpo se considera que bloquea la unién de
mesotelina a MUC16. Si en ninguno de los ensayos anteriores, la sefial de FACS
no disminuye en un 250% en la presencia de anticuerpo anti-mesotelina,
entonces ese anticuerpo se considera que no bloquea la unidn de mesotelina a
MUC16. Si en ninguno de los ensayos anteriores, la sefial de FACS aumenta en
la presencia de anticuerpo anti-mesotelina que en la ausencia, entonces ese
anticuerpo se considera que aumenta la unién de mesotelina a MUC16.

Si un anticuerpo anti-mesotelina “se une con una afinidad de < 5 nM, o
alternativamente < 1 nM, o alternativamente < 0,5 nM, o alternativamente < 0,1
nM”, la afinidad se determina de acuerdo con un ensayo Biacore como se describe
en la presente en la Seccion Il.A.1. Especificamente, el Kd se mide mediante el
uso de los ensayos de resonancia de plasmén de superficie usando un
BIACORE ™-2000 o un BIACORE™-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25°C
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con chips CMS de antigeno inmovilizado a ~10 de unidades de respuesta (RU, por
sus siglas en inglés). Brevemente, chips biosensores de dextrano carboximetilado
(CM5, BIACORE Inc) se activan con clorhidrato de N-etil-N'— (3-
dimetilaminopropil)~carbodiimida (EDC, por sus siglas en inglés) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El
antigeno a utilizarse es mesotelina generada y aislada de E. coli como se describe
en el Ejemplo B. El antigeno se diluye con 10mM de acetato de sodio, pH 4,8, en
Spg/ml (~0,2,2uM) antes de la inyeccion a una tasa de flujo de 5pl/minuto para
lograr aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada.
Luego de la inyeccién de antigeno, se inyecta 1M etanolamina para bloquear
grupos sin reaccion. A los fines de las mediciones cinéticas, diluciones en serie de
dos veces de Fab (0,78 nM a 500 nM) se inyectan en PBS con 0,05% polisorbato
20 (TWEEN-20™) surfactante (PBST) a 25°C a una tasa de flujo de
aproximadamente 25ul/min. Las tasas de asociacion (kon) y tasas de disociacion
(ko) se calculan usando un modelo de unidon Langmuir uno a uno simple
(BIACORE® Evaluation Software version 3.2) mediante el ajuste simultaneo de
sensorgrama de asociacion y disociacion. La constante de disociacion de
equilibrio (Kd) se calcula como la relacion koff/kon. Véase, por ejemplo, Chen et
al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999). Si una tasa excede 10° M™' s™ mediante el
ensayo de resonancia de plasmoén de superficie anterior, luego la tasa de
asociacion puede determinarse mediante una técnica de neutralizacion
fluorescente que aumenta o disminuye la intensidad de emision de fluorescencia
(excitacion = 295 nm; emisién = 340 nm, 16 nm pase de banda) a 25°C de un
anticuerpo de anti—antigeno de 20nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2 en la presencia
de mayores concentraciones de antigeno como se mide en un espectémetro,
como un espectémetro equipado de detencién de flujo (Aviv Instruments) o un
espectometro 8000-series SLM-AMINCO™ (ThermoSpectronic) con una cubeta
de agitacién.

Anticuerpo 7D9 y otras realizaciones

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo anti-mesotelina que
comprende al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs seleccionadas de
(a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacido de SEQ ID N.°:20: (b)
HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacido de SEQ ID N.2:21: (c) HVR-
H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:22: (d) HVR-L1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:17: (e) HVR-L2 que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:18; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:19.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende al
menos una, al menos dos, o todas las tres secuencias de HVR VH seleccionadas
de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°;20;
(b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:21: y (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:22. En una
realizacion, el anticuerpo comprende HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:22. En otra realizacion, el anticuerpo comprende
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:22 y HVR-
L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:19. En otra
realizacion, el anticuerpo comprende HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.®:22, HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:19, y HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.%:21. En una realizacion adicional, el anticuerpo
comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%:20; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%:21; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%:22.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende al
menos uno dos, o todas las tres secuencias de HVR VL seleccionadas de (a)
HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:17, (b)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:18, y (c)
HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:19. En una
realizacion, el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.%17; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.%:18; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID N.°:19.

En otro aspecto, un anticuerpo de la invencién comprende (a) un dominio
VH que comprende al menos uno, al menos dos, o todas las tres secuencias HVR
VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID N.°:20, (i) HVYR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID N.°:21, y (iii) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID N.°:22; y (b) un dominio VL
que comprende al menos una, al menos dos, 0 todas las tres secuencias HVR VL

seleccionadas de (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de



32

SEQ ID N.°:17, (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID N.%:18, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.°:19.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende (a)
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacido de SEQ ID N.°:20; (b) HVR-
H2 que comprende la secuencia de aminoacido de SEQ ID N.°:21; (c) HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:22; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:17; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:18; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:19.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, un anticuerpo anti-mesotelina
estd humanizado. En una realizacion, un anticuerpo anti-mesotelina comprende
las HVR como en cualquiera de las realizaciones anteriores, y ademas comprende
un marco humano aceptante, por ejemplo, un marco de inmunoglobulina humana
0 un marco consenso humano. En ciertas realizaciones, el marco aceptante
humano es el marco consenso kappa | VL (VLg) humano y/o el marco VH VHata,
que difiere de | consenso del subgrupo Il VH (VHy) humano en 3 posiciones.
R71A, N73T, y L78A (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285 (1992)). En
otra realizacion, un anticuerpo anti-mesotelina comprende las HVR como en
cualquiera de las realizaciones anteriores,'y ademas comprende un dominio
variable de cadena liviana que comprende una secuencia FR2 marco de SEQ ID
N.%:25 y una secuencia FR3 de SEQ ID N.°:27. En una de dichas realizaciones, el
marco de dominio variable de cadena liviana se modifica por un marco consenso
kappa | VL (VLk) humano que posee la secuencia FR2 de SEQ ID N.°:25 y una
secuencia FR3 de SEQ ID N.°:27.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-mesotelina de la invencién comprende
un dominio variable de cadena pesada (VH) que posee al menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:8. En ciertas realizaciones, una
secuencia de VH que posee al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 0 99% de identidad contiene sustituciones (por ejemplo, sustituciones
conservadoras), inserciones, o supresiones relativas a la secuencia de referencia,
pero un anticuerpo anti-mesotelina que comprende aquella secuencia retiene Ia
capacidad de unirse a mesotelina. En ciertas realizaciones, un total de 1 a 10
aminoacidos se han sustituido, insertado y/o suprimido en SEQ ID N.°:8. En

ciertas realizaciones, las sustituciones, inserciones, o supresiones ocurren en



33

regiones fuera de las HVR (es decir, en las FR). Opcionalmente, el anticuerpo
anti-mesotelina comprende la secuencia VH de SEQ ID N.°:8, con inclusién de
modificaciones post-translacionales de aquella secuencia. En una realizacién
particular, el VH comprende una, dos, o tres HVR seleccionadas de: (a) HYR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:20, (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:21, y (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:22.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-mesotelina, en donde el
anticuerpo comprende un dominio variable de cadena liviana (VL) que posee al
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:4. En
Ciertas realizaciones, una secuencia VL que posee al menos 90%, 91%, 92%.
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad contiene sustituciones (por
ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones, o supresiones relativas a la
secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-mesotelina que comprende
aquella secuencia retiene la capacidad de unirse a mesotelina. En ciertas
realizaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos se han sustituido, insertado y/o
suprimido en SEQ ID N.°:4. En ciertas realizaciones, las sustituciones, inserciones,
O supresiones ocurren en regiones fuera de las HVR (es decir, en las FR).
Opcionalmente, el anticuerpo anti-mesotelina comprende la secuencia VL de SEQ
ID N.°:4, con inclusiéon de modificaciones post-translacionales de aquella
secuencia. En una realizacion particular, el VL comprende una, dos, o tres HVR
seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N.°:17, (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID N.°:18, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%:19.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti~mesotelina, en donde el
anticuerpo comprende un VH como en cualquiera de las realizaciones
proporcionadas anteriormente, y un VL como en cualquiera de las realizaciones
proporcionadas anteriormente. En una realizacion, el anticuerpo comprende las
secuencias VH y VL en SEQ ID N.>:8 y SEQ ID N.°:4, respectivamente, con
inclusién de modificaciones post-translacionales de aquellas secuencias.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un anticuerpo que se une
al mismo epitopo como un anticuerpo anti-mesotelina proporcionado en la
presente. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que

se une al mismo epitopo que un anticuerpo anti-mesotelina que comprende una
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secuencia VH de SEQ ID N.°:8 y una secuencia VL de SEQ ID N.°:4. En ciertas
realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a un epitopo de SEQ ID
N.®:43 desde, dentro, o que se superpone a los aminoacidos 152—-175. En ciertas
realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a un epitopo de SEQ ID
N.>.43 que comprende E153 y D174. En ciertas de dichas realizaciones, el
anticuerpo se une a residuos de aminodacidos E153 y D174.

En otro aspecto de la invencién, un anticuerpo anti-mesotelina de acuerdo
con cualquiera de las realizaciones anteriores es un anticuerpo monoclonal, con
inclusion de un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En una realizacion,
un anticuerpo anti-mesotelina es un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un
fragmento Fv, Fab, Fab’, scFv, diacuerpo, o F(ab'),. En otra realizacion, el
anticuerpo es un anticuerpo de sustancialmente longitud completa, por ejemplo, un
anticuerpo 1gG1 u otra clase de anticuerpo o isétopo como se define en la
presente.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-mesotelina de acuerdo con cualquiera
de las realizaciones anteriores puede incorporar cualquiera de las caracteristicas,

solas 0 en combinacion, como se describe en las Secciones 1-7 a continuacion:

Anticuerpo 22A10 vy otras realizaciones

En un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo anti-mesotelina que
comprende al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR seleccionadas de (a)
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:36; (b)
HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:37; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:38 o 39; (d)
HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:33: (e)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:34; y (f)
HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:35.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende al
menos una, al menos dos, o todas las tres secuencias de HVR VH seleccionadas
de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:36;
(b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:37: y (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:38 o 39. En
una realizacién, el anticuerpo comprende HVR-H3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID N.%:38 o 39. En otra realizacion, el anticuerpo
comprende HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

N.2:38 0 39 y HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID



35

N.°:35. En otra realizacion, el anticuerpo comprende HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:38 o 39, HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:35, y HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:37. En una realizacién adicional, el
anticuerpo comprende (a) HYR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N.°:36; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N.°:37; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoéacidos de
SEQ ID N.°:38 o 39.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo que comprende al
menos uno, al menos dos, o todas las tres secuencias de HVR VL seleccionadas
de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:33,
(b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:34, y (c)
HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:35. En una
realizacion, el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:33; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:34; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N.°:35.

. En otro aspecto, un anticuerpo de la invenciéon comprende (a) un dominio
VH que comprende al menos uno, al menos dos, o todas las tres secuencias HVR
VH seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N.°:36, (ii) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID N.°:37, y (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%:38 o 39; y (b) un dominio VL que comprende al menos una, al menos dos o
todas las tres secuencias HVR VL seleccionadas de (i) HYR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:33, (i) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:34, y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:35.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende (a)
HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:36; (b)
HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:37; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:38 o 39; (d)
HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:33; (e)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:34; y (f)
HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID
N.°:35.
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En cualquiera de las realizaciones anteriores, un anticuerpo anti-mesotelina
esta humanizado. En una realizacion, un anticuerpo anti-mesotelina comprende
HVR como en cualquiera de las realizaciones anteriores, y ademas comprende un
marco humano aceptante, por ejemplo, un marco de inmunoglobulina humana o
un marco consenso humano. En ciertas realizaciones, el marco aceptante
humano es marco aceptante VL, y/o VHy;.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-mesotelina comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) que posee al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID N.%:16. En ciertas realizaciones, una secuencia de VH
que posee al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de
identidad contiene sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservadoras),
inserciones, o supresiones relativas a la secuencia de referencia, pero un
anticuerpo anti-mesotelina que comprende aquella secuencia retiene la capacidad
de unirse a mesotelina. En ciertas realizaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos
se han sustituido, insertado y/o suprimido en SEQ ID N.%16. En ciertas
realizaciones, las sustituciones, inserciones, o supresiones ocurren en regiones
fuera de las HVR (es decir, en las FR). Opcionalmente, el anticuerpo anti-
mesotelina comprende la secuencia VH de SEQ ID N.%:16, con inclusién de
modificaciones post-translacionales de aquella secuencia. En una realizacion
particular, el VH comprende una, dos, o tres HVR seleccionadas de: (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:36, (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:37, y (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:38 o 39.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-mesotelina, en donde el
anticuerpo comprende un dominio variable de cadena liviana (VL) que posee al
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:12. En
ciertas realizaciones, una secuencia VL que posee al menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad contiene sustituciones (por
ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones, o supresiones relativas a la
secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-mesotelina que comprende
aquella secuencia retiene la capacidad de unirse a mesotelina. En ciertas
realizaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos se han sustituido, insertado y/o
suprimido en SEQ ID N.%12. En ciertas realizaciones, las sustituciones,

inserciones, o supresiones ocurren en regiones fuera de las HVR (es decir, en las
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FR). Opcionalmente, el anticuerpo anti-mesotelina comprende la secuencia VL de
SEQ ID N.°:12, con inclusién de modificaciones post-translacionales de aquella
secuencia. En una realizacién particular, el VL comprende una, dos; o tres HVR
seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N.°:33, (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID N.°:34, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID -
N.©:35.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-mesotelina, en donde el
anticuerpo comprende un VH como en cualquiera de las realizaciones
proporcionédas anteriormente, y un VL como en cualquiera de las realizaciones
proporcionadas anteriormente. En una realizacién, el anticuerpo comprende las
secuencias VH y VL en SEQ ID N.>:16 y SEQ ID N.°:12, respectivamente, con
inclusion de modificaciones post-translacionales de aquellas secuencias.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un anticuerpo que se une
al mismo epitopo como un anticuerpo anti-mesotelina proporcionado en la
presente. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que
se une al mismo epitopo que un anticuerpo anti-mesotelina que comprende una
secuencia VH de SEQ ID N.°:16 y una secuencia VL de SEQ ID N.%:12. En ciertas
realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a un epitopo de SEQ ID
N.®:43 desde, dentro, o que se superpone a los aminoacidos 211-327. En ciertas
realizaciones, se proporciona un anticuerpo que se une a un epitopo de SEQ ID
N.%:43 que comprende E211. En ciertas de dichas realizaciones, el anticuerpo se
une al residuo de aminoacidos E211.

En otro aspecto de la invencion, un anticuerpo anti-mesotelina de acuerdo
con cualquiera de las realizaciones anteriores es un anticuerpo monocional, con
inclusién de un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En una realizacién,
un anticuerpo anti-mesotelina es un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un
fragmento Fv, Fab, Fab’, scFv, diacuerpo, o F(ab’),. En otra realizacion, el
anticuerpo es un anticuerpo de sustancialmente longitud completa, por ejemplo, un
anticuerpo IgG2a u otra clase de anticuerpo o isétopo como se define en la
presente.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-mesotelina de acuerdo con cualquiera
de las realizaciones anteriores puede incorporar cualquiera de las caracteristicas,

solas o en combinacién, como se describe en las Secciones 1-7 a continuacion:
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Anticuerpo 19C3 y otras realizaciones

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo anti-mesotelina que
comprende al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, o seis HVR del anticuerpo
producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-
11464. A los fines de la presente seccién, las HVR son delineadas por los rangos
de aminoacidos correspondientes a las CDR, como se define en la presente.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende al
meno una, al menos dos, o todas las tres secuencias HVR VH del anticuerpo
producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-
11464. En una realizacién, el anticuerpo comprende HVR-H3 del anticuerpo
producido por hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464.
En otra realizacion, el anticuerpo comprende HVR-H3 y HVR-L3 del anticuerpo
producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA~
11464. En una realizacion adicional, el anticuerpo comprende HVR-H3, HVR-L3,
y HVR-H2 del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de
Acceso de ATCC PTA-11464. En una realizacion adicional, el anticuerpo
comprende HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3 del anticuerpo producido por el
hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende al
menos una, al menos dos, o las tres secuencias HVR VL del anticuerpo producido
por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464. En una
realizacion, el anticuerpo comprende HVR-L1, HVR-L2, y HVR-L3 del anticuerpo
producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA—
11464.

En otro aspecto, un anticuerpo de la invencién comprende (a) un dominio
VH que comprende al menos una, al menos dos, o todas las tres secuencias HVR
VH del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de
ATCC PTA-11464; y (b) un dominio VL que comprende al menos una, al menos
dos, o todas las tres secuencias HVR VL del anticuerpo producido por el hibridoma
19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo que comprende
HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, HVR-L1, HVR-L2, y HVR-L3 del anticuerpo
producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-
11464,

En cualquiera de las realizaciones anteriores, un anticuerpo anti-mesotelina

esta humanizado. En una de dichas realizaciones, el anticuerpo es una forma
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humanizada del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de
Acceso de ATCC PTA-11464. En una realizacion adicional, un anticuerpo anti-
mesotelina comprende las HVR como en cualquiera de las realizaciones
anteriores, y ademas comprende un marco humano aceptante, por ejemplo, un
marco de inmunoglobulina humana o un marco consenso humano.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-mesotelina comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) que posee al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con el VH del
anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC
PTA-11464. En ciertas realizaciones, una secuencia de VH contiene
sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones, o
supresiones relativas a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti—
mesotelina que comprende aquella secuencia retiene la capacidad de unirse a
mesotelina. En ciertas realizaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos se han
sustituido, insertado y/o suprimido en el VH del anticuerpo producido por el
hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464. En ciertas
realizaciones, las sustituciones, inserciones, o supresiones ocurren en regiones
fuera de las HVR (es decir, en las FR). Opcionalmente, el anticuerpo anti—
mesotelina comprende la secuencia VH del anticuerpo producido por el hibridoma
19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464, con inclusion de
modificacion post-translacionales de aquella secuencia. En una realizacion
particular, el VH comprende una, dos, o tres HVR seleccionadas de HVR-H1,
HVR-H2, y HVR-H3 del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el
N.° de Acceso de ATCC PTA-11464.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-mesotelina, en donde el
anticuerpo comprende un dominio variable de cadena liviana (VL) que posee al
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de
identidad de secuencia con el VL del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3
que posee el N.° de Acceso dé ATCC PTA-11464. En ciertas realizaciones, una
secuencia VL que posee al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, o 99% de identidad contiene sustituciones (por ejemplo, sustituciones
conservadoras), inserciones, o supresiones relativas a la secuencia de referencia,
pero un anticuerpo anti-mesotelina que comprende aquella secuencia retiene la
capacidad de unirse a mesotelina. En ciertas realizaciones, un total de 1 a 10
aminoacidos se han sustituido, insertado y/o suprimido en el VL del anticuerpo
producido por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-
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11464. En ciertas realizaciones, las sustituciones, inserciones, o supresiones
ocurren en regiones fuera de las HVR (es decir, en las FR). Opcionalmente, el
anticuerpo anti-mesotelina comprende la secuencia VL del anticuerpo producido
por el hibridoma 19C3 que posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464, con
inclusién de modificacion post-translacionales de aquella secuencia. En una
realizacion particular, el VL comprende una, dos, o tres HVR seleccionadas de
HVR-L1, HVR-L2, y HVR-L3 del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que
posee el N.° de Acceso de ATCC PTA-11464.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-mesotelina, en donde el
anticuerpo comprende un VH como en cualquiera de las realizaciones
proporcionadas anteriormente, y un VL como en cualquiera de las realizaciones
proporcionadas anteriormente. En una realizacion, el anticuerpo comprende las
secuencias VH y VL del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el
N.° de Acceso de ATCC PTA-11464, respectivamente, con inclusién de
modificacion post—translacionales de aquellas secuencias.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un anticuerpo que se une
al mismo epitopo como un anticuerpo anti-mesotelina proporcionado en la
presente. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo que
se une al mismo epitopo como el anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que
posee el N.° de Acceso PTA-11464.

En un aspecto adicional de la invencion, un anticuerpo anti-mesotelina de
acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores es un anticuerpo
monoclonal, con inclusion de un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En
una realizacion, un anticuerpo anti-mesotelina es un fragmento de anticuerpo, por
ejemplo, un fragmento Fv, Fab, Fab’, scFv, diacuerpo, o F(ab),. En otra
realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo de sustancialmente longitud completa,
por ejemplo, un anticuerpo IgG2b u otra clase de anticuerpo o isétopo como se
define en la presente.

En un aspecto adicional, un anticuerpo anti-mesotelina de acuerdo con
cualquiera de las realizaciones anteriores puede incorporar cualquiera de las
caracteristicas, solas o en combinacién, como se describe en las Secciones 1-7 a

continuacion:

Afinidad de Anticuerpo

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente tiene
una constante de disociacion (Kd) de < 1uM, <100 nM, <10 nM, 1 nM, 0 <01
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nM, <0,01 nM, o £0,001 nM, y opcionalmente es = 107> M. (por ejemplo, 10 M
o menos, por ejemplo, desde 108 M a 107> M, por ejemplo, desde 10°°M a 10~
M).

En una realizacién, el Kd se mide como un ensayo de unién al antigeno
radiomarcado (RIA) realizado con la version Fab de un anticuerpo de interés y su
antigeno como se describe mediante el siguiente ensayo. La afinidad de unién de
solucion de Fabs para antigeno se mide equilibrando Fab con una concentracién
minima de antigeno marcado con ('?°l) en presencia de una series de titulacion de
un antigeno no marcado, luego capturar el antigeno unido con una placa
recubierta de anticuerpo anti—-Fab (véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol.
293:865-881(1999)). A los fines de establecer las condiciones para el ensayo, las
placas de multiples pocillos MICROTITER® (Thermo Scientific) se cubren durante
la noche con 5 ug/mi de un anticuerpo anti—Fab de capturacion (Cappel Labs) en
50 mM de carbonato de sodio (pH 9,6), y posteriormente bloqueado con 2% (p/v)
albumina de suero bovino en PBS durante dos a cinco horas a temperatura
ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no absorbente (Nunc #269620),
100 pM o 26 pM ['®I]-antigeno se mezclan con diluciones en serie de un Fab de
interés (por ejemplo, consistente con la evaluacién de un anticuerpo anti~VEGF,
Fab—-12, en Presta et al., Cancer Res. 57:4593-4599 (1997)). El Fab de interés
luego se incuba durante la noche, sin embargo, la incubacién puede continuar por
un periodo mas largo (por ejemplo, aproximadamente 65 horas) para asegurar que
se alcance el equilibrio. Luego, las mezclas se transfieren a la placa de captura
para la incubacion a temperatura ambiente (por ejemplo, durante una hora). La
solucion luego se extrae y la placa se lava ocho veces con 0,1% polisorbato 20
(TWEEN-20®) en PBS. Cuando las placas se han secado, se agregan 150
Hl/pocilio de centellante (MICROSCINT-20™; Packard), y las placas se cuentan
en un contador TOPCOUNT™ gamma (Packard) durante diez minutos. Las
concentraciones de cada Fab que proporcionan menos o igual a 20% de unién
maxima o menos son elegidas para el uso en ensayos de unién competitivos.

De acuerdo con otra realizacion, el Kd se mide mediante el uso de los
ensayos de resonancia de plasmon de superficie usando un BIACORE™-2000 o
un BIACORE™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25°C con chips CM5 de
antigeno inmovilizado a ~10 de unidades de respuesta (RU). Brevemente, chips
biosensores de dextrano carboximetilado (CM5, BIACORE Inc.) se activan con
clorhidrato de N-eti-N'- (3—dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-

hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El
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antigeno se diluye con 10mM de acetato de sodio, pH 4,8, en 5ug/ml (~0,2 uM)
antes de la inyeccion a una tasa de flujo de S5pl/minuto para lograr
aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Luego
de la inyeccion de antigeno, se inyecta 1M etanolamina para bloquear grupos sin
reaccion. A los fines de las mediciones cinéticas, diluciones en serie dobles de
Fab (0,78 nM a 500 nM) se inyectan en PBS con 0,05% polisorbato 20 (TWEEN-
20™) surfactante (PBST) a 25°C a una tasa de flujo de aproximadamente
25plimin. Las tasas de asociacion (kon) y tasas de disociacion (ko) se calculan
usando un modelo de unién Langmuir uno a uno simple (BIACORE® Evaluation
Software versién 3.2) mediante el ajuste simultineo de sensorgrama de
asociacion y disociacion. La constante de disociacion de equilibrio (Kd) se calcula
como la relacion koff/kon. Véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865~
881 (1999). Si una tasa de asociacion excede 10° M~ s™" mediante el ensayo de
resonancia de plasmén de superficie anterior, entonces la tasa de asociacion
puede determinarse mediante una técnica de neutralizacién fluorescente que
aumenta o disminuye la intensidad de emision de fluorescencia (excitacion = 295
nm; emision = 340 nm, 16 nm pase de banda) a 25°C de un anticuerpo de anti-
antigeno de 20nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2 en la presencia de mayores
concentraciones de antigeno como se mide en un espectémetro, como un
espectometro equipado de detencién de flujo (Aviv Instruments) o un
espectémetro 8000-series SLM~AMINCO™ (ThermoSpectronic) con una cubeta
de agitacion.

Fragmentos de Anticuerpos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en Ia presente
constituye un fragmento de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpos incluyen,
a titulo ilustrativo, fragmentos Fab, Fab’, Fab'-SH, F(ab’),, Fv, y scFv y otros
fragmentos descriptos a continuacion. Para una revisién de ciertos fragmentos de
anticuerpos, véase Hudson et al. Nat. Med. 9:129-134 (2003). Para una revision
de fragmentos scFv, véase Pluckthun, en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer-Verlag, New York) pp.
269-315 (1994); véase también WO 93/16185; y las Patentes de los Estados
Unidos N.° 5.571.894 y 5.587.458. A los efectos de la discusién de los fragmentos
Fab y F(ab'), que comprenden residuos de epitopo de unioén al receptor de

salvataje y que han aumentado su vida promedio in vivo, véase la Patente de los
Estados Unidos N.° 5.869.046.
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Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpos con dos sitios de union al
antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos. Véase, por ejemplo, EP
404.097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003); y Hollinger
et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993). Los triacuerpos y
tetracuerpos también se describen en Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpos que
comprenden todo o una porcion del dominio variable de cadena pesada o todo o
una parte del dominio variable de cadena liviana de un anticuerpo. En ciertas
realizaciones, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo de dominio Unico
humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; ver, por ejemplo, Patente de los Estados
Unidos N.° 6.248.516 B1).

Se pueden hacer fragmentos de anticuerpos a través de varias técnicas,
incluidas, a titulo ilustrativo, la digestién proteolitica de un anticuerpo intacto, asi
como también a través de la produccion mediante células huésped recombinantes

(por ejemplo, E. coli o fago), tal como se describe en la presente.

Anticuerpos Humanizados y Quiméricos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
constituye un anticuerpo quimérico. Ciertos anticuerpos quiméricos se describen,
por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos N.°. 4.816.567; y Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). En un ejemplo, un anticuerpo
quimerico comprende una region variable no humana (por ejemplo, una region
variable derivada de un ratdn, una rata, un hamster, un conejo o un primate no
humano, tal como un mono) y una regién constante humana. En otro ejemplo, un
anticuerpo quimérico es un anticuerpo “con cambio de clase” en Ccuyo caso la
clase o subclase ha sido modificada de aquella del anticuerpo progenitor. Los
anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos de union al antigeno de los mismos.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo quimérico es un anticuerpo
humanizado. Tipicamente, un anticuerpo no humano se humaniza para reducir la
inmunogenicidad en humanos, mientras que retienen la especificidad y la afinidad
del anticuerpo no humano progenitor. Generalmente, un anticuerpo humanizado
comprende una o mas dominios variables en los que las HVR, por ejemplo, las
CDR, (o porciones de las mismas) derivan de un anticuerpo no humano, y las FR
(o porciones de las mismas) derivan de secuencias de anticuerpo humano. El
anticuerpo humanizado opcionalmente comprendera al menos una porcién de una
region constante humana. En algunas realizaciones, algunos residuos de FR en
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un anticuerpo humanizado son sustituidos con los residuos correspondientes de
un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que derivan los residuos
de HVR), por ejemplo, para restaurar o mejorar la especificidad o afinidad del
anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los métodos para hacerlos se revisan, por
ejemplo, en Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008), y se
describen aun mas, por ejemplo, en Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988);
Queen et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); Patente de los
Estados Unidos N.° 5.821.337, 7.527.791, 6.982.321, y 7.087.409; Kashmiri ef al.,
Methods 36:25-34 (2005) (que describe el injerto de SDR (a—CDR)); Padlan, Mo!.
Immunol. 28.489-498 (1991) (que describe ‘resuperficie’ (‘resurfacing’));
DallAcqua et al., Methods 36:43-60 (2005) (que describe el “cambio de FR ”); y
Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) y Klimka et al., Br. J. Cancer, 83:252~
260 (2000) (que describe el enfoque de “seleccion guiada” al cambio de FR).

Las regiones marco humano que pueden utilizarse para la humanizacién
incluyen, a titulo ilustrativo: regiones de marco seleccionadas mediante el uso del
método "mejor ajuste” (véase, por ejemplo, Sims et al. J. Immunol. 151:2296
(1993)); las regiones marco derivadas de la secuencia de consenso de
anticuerpos humanos de un subgrupo particular de regiones variables de cadena
pesada o liviana (véase, por ejemplo, Carter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:4285 (1992); y Presta et al. J. Immunol., 151:2623 (1993)); regiones marco
humano maduras (somaticamente mutadas) o regiones marco del sello gametico
humano (ver, por ejemplo, Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633
(2008)); y regiones marco derivadas de clasificacion de bibliotecas de FR (véase,
por ejemplo, Baca et al., J. Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) y Rosok et al., J.
Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)).

Anticuerpos Humanos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
constituye un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanos pueden producirse
mediante el uso de varias técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos
humanos se describen generalmente en van Dijk y van de Winkel, Curr Opin.
Pharmacol. 5: 368-74 (2001) y Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459 (2008).

Los anticuerpos humanos pueden estar preparados mediante la
administracion de un inmunogen a un animal transgénico que ha sido modificado

para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones
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variables humanas en respuesta a la prueba de provocacién antigénico. Dichos
animales contienen tipicamente la totalidad o una porcién de las ubicaciones de
inmunoglobulina humana, que reemplazan a las ubicaciones de inmunoglobulina
endogenas, o que se encuentran presente extracromosomaticamente o integradas
aleatoriamente en los cromosomas del animal. En dichos ratones transgénicos,
las ubicaciones de inmunoglobulina endégena han sido generalmente inactivadas.
Para la revision de los métodos para la obtencién de anticuerpos humanos de
animales transgénicos, véase Lonberg, Nat Biotech. 23:1117-1125 (2005).
Véanse, también, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N.° 6.075.181y
6.150.584 descriptas en la tecnologia XENOMOUSE™: Patente de los Estados
Unidos N.° 5.770.429 que describen la tecnologia HUMAB®; Patente de los
Estados Unidos N.° 7.041.870 que describe la tecnologia K-M MOUSE®, vy la
Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° US 2007/0061900,
que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Las regiones variables humanas de
los anticuerpos intactos generados por dichos animales pueden ser modificados
aun mas, por ejemplo, mediante la combinacién con una region constante humana
diferente.

Los anticuerpos humanos también pueden hacerse mediante métodos
basados en hibridoma. Las lineas celulares de mieloma humano y
heteromieloma ratén—-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales
humanos han sido descriptas. (Véase, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133:
3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner et al., J.
Immunol., 147: 86 (1991).) Los anticuerpos humanos generados a través de
tecnologia de hibridoma de célula B humana también se describen en Li et al,,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Entre los métodos adicionales
se incluyen aquellos descriptos, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos
N.° 7.189.826 (que describe la produccién de anticuerpos IgM humanos
monoclonales de lineas celulares de hibridomas) y Ni, Xiandai Mianyixue,
26(4):265-268 (2006) (que describen hibridomas humanos - humanos). La
tecnologia de hibridoma humana (tecnologia trioma) también se describe en
Vollmers y Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) y
Volimers y Brandlein, Methods and Findings in Experimental and Clinical
Pharmacology, 27(3):185-91 (2005).

Los anticuerpos humanos también pueden ser generados mediante el

aislamiento de secuencias de dominio variable de clon Fv seleccionadas de
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bibliotecas de muestra de fagos derivados de humanos. Dichas secuencias de
dominio variable pueden ser combinadas entonces con el dominio constante
humano deseado. Las técnicas para la seleccién de anticuerpos humanos de

bibliotecas de anticuerpos se describen a continuacion.

Anticuerpos Derivados de Bibliotecas

Los anticuerpos de la invencion pueden aislarse mediante el analisis de
bibliotecas combinatorias de anticuerpos con la actividad o las actividades
deseadas. Por ejemplo, una variedad de métodos son conocidos en la técnica
respecto de la generacién de bibliotecas de muestra de fagos y el analisis de
dichas bibliotecas respecto de los anticuerpos que poseen las caracteristicas de
union deseadas. Dichos métodos son revisados, por ejemplo, en Hoogenboom et
al. en Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press,
Totowa, NJ, 2001) y se describen aln mas, por ejemplo, en the McCafferty et al.,
Nature 348:552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J.
Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Marks and Bradbury, en Methods in Molecular
Biology 248:161-175 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J.
Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093
(2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee
etal., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004).

En ciertos métodos de muestra de fagos, los repertorios de genes VH y VL
se clonan por separado mediante una reaccion de polimerasa en cadena (PCR,
por sus siglas en inglés) y se recombinan aleatoriamente en bibliotecas de fago,
que pueden ser analizadas para corroborar el fago de unién al antigeno, tal como
se describe en Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). E| fago
muestra tipicamente los fragmentos de anticuerpo, ya sea como fragmentos Fv
(scFv) de cadena Unica o como fragmentos Fab. Las bibliotecas de fuentes
inmunizadas proporcionan anticuerpos de alta afinidad al inmunogen sin el
requerimiento de construccion de hibridomas. De manera alternativa, el repertorio
indiferenciado puede ser clonado (por ejemplo, de humano) para proporcionar una
fuente Unica de anticuerpos a una amplia variedad de antigenos non-self vy
también self sin inmunizacion tal como lo describe Griffiths et al., EMBO J, 12:
725-734 (1993). Por ultimo, las bibliotecas indiferenciadas también pueden ser
hechas sintéticamente mediante la clonacién de segmentos de gen V no
redispuestos de células troncales, y mediante el uso de cebadores PCR que

contengan una secuencia aleatoria para codificar las regiones CDR3 altamente
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variables y para alcanzar la redisposicion in vitro, tal como se describe en
Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Las publicaciones
de patentes que describen las bibliotecas de fago de anticuerpos humanos
incluyen, por ejemplo: La patente de los Estados Unidos N.° 5.750.373 y las
Patentes de los Estados Unidos N.°0 2005/0079574, 2005/0119455,
2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 vy
2009/0002360.

Los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpos aislados de bibliotecas de
anticuerpo humano se consideran anticuerpos humanos o fragmentos de
anticuerpo humano en la presente.

6. Anticuerpos Multiespecificos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente
constituye un anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico.
Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos monoclonales que poseen
especificidades de unién para al menos dos sitios diferentes. En ciertas
realizaciones, una de las especificidades de union es para mesotelina y la otra es
para cualquier otro antigeno. En ciertas realizaciones, los anticuerpos
biespecificos pueden unirse a dos epitopos distintos de mesotelina. Los
anticuerpos biespecificos pueden también utilizarse para localizar agentes
citotoxicos para células que expresan mesotelina. Los anticuerpos biespecificos
puede preparase como los anticuerpos de longitud completa o fragmentos de
anticuerpos.

Las técnicas para hacer anticuerpos multiespecificos incluyen, a titulo
ilustrativo, la co—expresion recombinante de dos pares de cadena liviana y pesada
de inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades (véase Milstein and
Cuello, Nature 305: 537 (1983)), WO 93/08829, y Traunecker et al., EMBO J. 10:
3655 (1991)), y la ingenieria de “botén en el ojal” (véase, por ejemplo, la Patente
de los Estados Unidos N.°. 5.731.168). Los anticuerpos multiespecificos también
pueden hacerse mediante el disefio de efectos de direccidn electroestatica para
hacer moléculas Fc-heterodiméricas de anticuerpo (WO 2009/089004A1);
entrecruzamiento entre dos o mas anticuerpos o fragmentos (véase, por ejemplo,
la Patente de los Estados Unidos N.°: 4.676.980, y Brennan et al., Science, 229:
81 (1985)); mediante el uso de cierres de leucina para producir anticuerpos
biespecificos (vease, por ejemplo, Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553
(1992)); mediante el uso de tecnologia "diacuerpo" para hacer fragmentos de
anticuerpo biespecifico (véase, por ejemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA, 90:6444-6448 (1993)); y mediante el uso de cadena Unica Fv (sFv) dimeros
(véase, por ejemplo Gruber ef al,, J. Immunol., 152:5368 (1994)): y mediante la
preparacion de anticuerpos triespecificos tal como se describen, por ejemplo, en
Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

Los anticuerpos disefiados con tres o mas sitios de unién al antigeno
funcionales, con inclusién de “anticuerpos pulpo”, se incluyen en la presente
(véase, por ejemplo, US2006/0025576A1).

El anticuerpo o el fragmento en la presente también incluye un “FAb de
accion dual” o “DAF” que comprende un sitio de unién al antigeno que se une a
mesotelina asi como también a otro antigeno diferente (véase, US2008/0069820,

por ejemplo).

7. Variantes de Anticuerpos

En ciertas realizaciones, se contemplan variantes de secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos proporcionados en la presente. Por ejemplo,
puede ser conveniente mejorar la afinidad de unidén y/u otras propiedades
biologicas del anticuerpo. Las variantes de las secuencias de aminoacidos de un
anticuerpo pueden prepararse mediante la introduccion de modificaciones
apropiadas en la secuencia de nuclettidos que codifica al anticuerpo, o mediante
sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, supresiones
y/o inserciones y/o sustituciones de residuos dentro de secuencias de
aminoacidos del anticuerpo. Toda combinacién de supresion, insercion y
sustitucion puede realizarse para llegar al constructo final, siempre que el
constructor final posea las caracteristicas deseadas, por ejemplo la unién al
antigeno.

Variantes de Sustitucion, Inserciéon y Supresién

En ciertas realizaciones, se proporcionan las variantes de anticuerpos que
poseen una o mas sustituciones de aminoacidos. Los sitios de interés de
mutagenesis de sustitucion incluyen las HVR y las FR. Las sustituciones
conservadoras se muestran el la Tabla 1 debajo del encabezado "sustituciones
preferidas." Se ofrecen mas cambios sustanciales en la Tabla | debajo del
encabezado "sustituciones ejemplares” y se describen en mas detalle a
continuacion en referencia a las clases de cadena lateral de aminoacidos. Las
sustituciones de aminoacidos pueden introducirse en un anticuerpo de interés y se
pueden monitorear los productos para controlar la actividad deseada, por ejemplo,

como la union al antigeno retenida/ mejorada, la disminucion de la



inmunogenicidad, ADCC o CDC mejoradas.

TABLA 1

Residuo Sustituciones Sustituciones
Original Ejemplares Preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) Gin; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gin (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gin; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina | Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; Gin; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu
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Los aminoacidos pueden agruparse de acuerdo con las propiedades de

cadena lateral comunes:

(1) hidrofébicos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrofilicos neutrales: Cys, Ser, Tr, Asn, Gin;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;
(5) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro:
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.
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Las sustituciones no conservadoras implicaran el intercambio de un
miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante sustitucional implica la sustitucién de uno o mas
residuos de region hipervariable de un anticuerpo progenitor (por ejemplo, un
anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la variante o variantes
resultantes seleccionadas para su futuro estudio tendran modificaciones (por
ejemplo, mejoras) en ciertas propiedades biolégicas (por ejemplo, afinidad
incrementada, inmunogenicidad reducida) relativas al anticuerpo progenitor y/o
habran retenido sustancialmente ciertas proteinas biolégicas del anticuerpo
progenitor. Una variante sustitucional ejemplar es un anticuerpo maduro de
afinidad, que puede generarse en forma conveniente, por ejemplo, mediante el
uso de técnicas de maduracion de afinidad basada en la muestra de fagos, tales
como los que se describen en la presente. Brevemente, uno o mas residuos HVR
son mutados y los anticuerpos variantes se exhiben y clasifican en un fago para
una actividad biologica particular (por ejemplo, la afinidad de union).

Las alteraciones (por ejemplo, las sustituciones) pueden ser hechas en las
HVR, por ejemplo, para mejorar la afinidad del anticuerpo. Dichas alteraciones
pueden ser hechas con “puntos calientes” (“hotspots”)de HVR, a saber, residuos
codificados por codones que sufren mutaciones a alta frecuencia durante el
proceso de maduracion somatico (véase, por ejemplo, Chowdhury, Methods Mol.
Biol. 207:179-196 (2008)), y/o las SDR (a—CDR), con la variante resultante VH o
VL que se testea por la afinidad de unidén. La maduracién de afinidad mediante la
construccién y reseleccion de bibliotecas secundarias ha sido descripta, por
ejemplo, en Hoogenboom et al. in Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien
et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, (2001).) En algunas realizaciones de
maduracion de afinidad, la diversidad se introduce en los genes variables elegidos
para la maduracion mediante cualquier variedad de métodos (por ejemplo, PCR
proclive a error, cambio de cadena, o mutagénesis de oligonucleotido
direccionada). Se crea una segunda biblioteca. La genoteca se analiza para
identificar toda variante de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro método para
introducir diversidad implica los enfoques dirigidos a HVR, en los que varios
residuos de HVR (por ejemplo, 4-6 residuos por vez) son aleatorizados. Los
residuos de HVR involucrados en la unién al antigeno pueden ser especificamente
identificados, por ejemplo, mediante el uso de modelado o mutagénesis de
escaneo de alanina. Generalmente se dirigen a CDR-H3 y CDR-L3 en particular.
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En ciertas realizaciones, las sustituciones, las inserciones o las
supresiones pueden ocurrir dentro de uno o mas HVRs siempre que dichas
alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo de unién al
antigeno.  Por ejemplo, las alteraciones conservadoras (por ejemplo, las
sustituciones conservadoras tal como se proporcionan en la presente) que no
reducen sustancialmente la afinidad de unién pueden hacerse en las HVR. Dichas
alteraciones pueden ser fuera de los “puntos calientes” de HVR o las SDR. En
ciertas realizaciones de las secuencias VH y VL variante proporcionadas
anteriormente, cada HVR se ve ya sea no alterada, o contiene no mas de uno, dos
o tres sustituciones de aminoacidos.

Un meétodo dtil de identificacion de ciertos residuos o regiones de un
anticuerpo que puede dirigirse para mutagénesis se llama "mutagénesis de
escaneo de alanina" tal como se describe en Cunningham and Wells (1989)
Science, 244:1081-1085. En este método, se identifica un residuo o grupo de
residuos blanco (por ejemplo, residuos cargados como arg, asp, his, lys, y glu) y
se reemplazan con un aminoacido neutral o cargado negativamente (por ejemplo,
alanina o polialanina) para determinar si la interaccion del anticuerpo con el
antigeno se ve afectada. Se pueden introducir mas sustituciones en las
ubicaciones de aminoacidos lo que demuestra la sensibilidad funcional a las
sustituciones iniciales. En forma alternativa, o adicionalmente, una estructura de
cristal del complejo del antigeno—anticuerpo se utiliza para identificar los puntos de
contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos residuos de contacto y los
residuos vecinos pueden ser dirigidos o eliminados como candidatos para la
sustitucion. Las variantes se pueden analizar para determinar si contienen las
propiedades deseadas.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones de
terminales de amino- y/o carboxilo que varian en longitud desde un residuo hasta
polipéptidos que contienen cientos 0 mas residuos, asi como también inserciones
de intrasecuencias de residuos de aminoacidos multiples o Gnicos. Se incluyen
entre los ejemplos de inserciones de terminal un anticuerpo con un residuo
metionilo de terminal N. Otras variantes insercionales de la molécula del
anticuerpo incluyen la fusion al terminal N o C del anticuerpo a una enzima (por
ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que aumenta la vida promedio del suero
del anticuerpo.
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Variantes de glicosilacién

En ciertas realizaciones, se altera un anticuerpo proporcionado en la
presente para aumentar o disminuir el alcance en el que el anticuerpo es
glicosilado. La adicion o supresion de sitios de glicosilacion al anticuerpo se
obtiene convenientemente mediante la alteraciéon de la secuencia del aminoacido
de manera que uno o mas de los sitios de glicosilacién se crean o remueven.

En donde el anticuerpo comprende una region Fc, el carbohidrato unido al
mismo puede ser alterado. Los anticuerpos nativos producidos por las células
mamiferas comprenden tipicamente un oligosacarido biantenario ramificado que
generalmente se acopla mediante una unién N a Asn297 del dominio CH2 de la
region Fc. Veéase, por ejemplo, Wright et al. TIBTECH 15:26-32 (1997). El
oligosacarido puede incluir varios carbohidratos, por ejemplo, manosa,
glucosamina N-acetilo (GIcNAc), galactosa, y acido sialico, asi como también una
fucosa acoplada a un GIcNAc en la “raiz” de una estructura de un oligosacaridos
biantenario. En algunas realizaciones, pueden realizarse modificaciones del
oligosacarido en un anticuerpo de la invencidn a fin de crear variantes del
anticuerpo con ciertas propiedades mejoradas.

En una realizacion, las variantes de anticuerpos se ofrecen si se tiene una
estructura de carbohidrato que no posee fucosa unida (en forma directa o
indirecta) a una regién Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho anticuerpo
puede ser de 1% a 80%, de 1% a 65%, de 5% a 65% o de 20% a 40%. La
cantidad de fucosa se determina mediante el calculo de la cantidad promedio de
fucosa dentro de la cadena de azdcar a Asn297, relativa a la suma de la totalidad
de glicoestructuras unidas a Asn 297 (por ejemplo, estructuras de manosa altas,
hibridas y complejas) segun las mediciones de espectrometria de masa MALDI-
TOF, tal como ha sido descripto en WO 2008/077546, por ejemplo. Asn297 hace
referencia al residuo de asparagina ubicado alrededor de la posicién 297 en la
region Fc (Numeracion EU de los residuos de la region Fc); sin embargo, Asn297
también puede ser ubicado a alrededor de + 3 aminoacidos en ascenso o
disminucién de la posicion 297, a saber, entre posiciones 294 y 300, debido a las
variaciones de secuencia menores en los anticuerpos. Dichas variantes de
fucosilacion han mejorado la funcién ADCC. Véase, por ejemplo, las Publicaciones
de Patentes de los Estados Unidos N°. US 2003/0157108 (Presta, L.); US
2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los ejemplos de publicaciones que
se refieren a variantes de anticuerpos “defucosilados” o “sin fucosa” incluyen: US
2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US
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2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US
2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570: WO
2005/035586, WO 2005/035778; W02005/053742; W02002/031140; Okazaki et
al. J. Mol. Biol. 336:1239—-1249 (2004); Yamane—Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87:
614 (2004). Los ejemplos de lineas celulares capaces de producir anticuerpos
defucosilados incluyen células Lec13 CHO deficientes en fucosilacion de proteinas
(Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533~545 (1986); Solicitud de Patente de
los Estados Unidos N.° US 2003/0157108 A1, Presta, L; y WO 2004/056312 A1,
Adams et al., especialmente en el Ejemplo 11), y lineas celulares knockout como
el gen alfa—1,6-fucosiltransferasa, FUT8, células knockout CHO (véase, por
ejemplo, Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87. 614 (2004); Kanda, Y. et al.,
Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-688 (2006); y W02003/085107).

Se proveen mas variantes de anticuerpos con oligosacaridos divididos en
dos, por ejemplo, en los cuales un oligosacarido biantenario unido a una regién Fc
del anticuerpo se encuentra dividido en dos por GicNAc. Dichas variantes de
anticuerpos pueden haber reducido la fucosilacién y/o mejorado la funcién de
ADCC- Los ejemplos de dichas variantes de anticuerpos se describen, por
ejemplo, en WO 2003/011878 (Jean—Mairet et al.); Patente de los Estados Unidos
N° 6.602.684 (Umana et al); y US 2005/0123546 (Umana et al.). También se
proporcionan las variantes de anticuerpos con al menos un residuo de galactosa
en el oligosacarido unido a una regién Fc. Dichas variantes de anticuerpos
pueden haber mejorado la funcién de CDC. Dichas variantes de anticuerpos se
describen, por ejemplo, en WO 1997/30087 (Patel ef al.); WO 1998/58964 (Raju,
S.); y WO 1999/22764 (Raju, S.).

Variantes de region Fc

En ciertas realizaciones, una o0 mas modificaciones de aminoacidos pueden
ser introducidas en la regidén Fc de un anticuerpo proporcionado en la presente, y
de ese modo se genera una variante de region Fc. La variante de region Fc puede
comprender una secuencia de regién Fc humana (por ejemplo, una regién Fc
humana 19G1, I1gG2, 1gG3 o IgG4) que comprende una modificacién de
aminoéacidos (por ejemplo, una sustitucién) en una o mas posiciones de
aminoacidos.

En ciertas realizaciones, la invencién contempla una variante de anticuerpo
que posee algunas pero no todas las funciones efectoras, las cuales la hacen un

candidato deseable para aplicaciones en las que la vida promedio del anticuerpo
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in vivo es importante, sin embargo ciertas funciones efectoras (como el
complemento y ADCC) son innecesarias o nocivas. En los ensayos de
citotoxicidad in vitro ylo in vivo pueden realizarse para confirmar la
reduccién/deplecion de las actividades de CDC y/o ADCC. Por ejemplo, los
ensayos de union de receptor de Fc (FcR) pueden realizarse para asegurarse de
que el anticuerpo no posee capacidad de union de FcyR (por lo tanto asimismo no
poseen actividad ADCC), pero mantiene la capacidad de unién de FcRn. Las
células primarias para mediar ADCC, células NK, expresan Fc(sélo Rill, mientras
que los monocitos expresan Fc(RI, Fc(RIl y Fc(RIIl. La expresion FcR sobre las
celulas hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch
and Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991). Se describen ejemplos
ilustrativos de ensayos in vitro para evaluar la actividad ADCC de una molécula
de interés en la Patente de los Estados Unidos N.° 5.500.362 (véase, por ejemplo
Hellstrom, |., et al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, |
et al, Proc. Nat! Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985); 5.821.337 (véase
Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). En forma alternativa,
pueden emplearse métodos de ensayos no radioactivos (véase, por ejemplo,
ensayo de citotoxicidad no radioactivo ACTI™ para citometria de flujo
(CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; y CytoTox 96° ensayo de citotoxicidad
no radioactivo (Promega, Madison, WI). Las células efectoras Utiles para dichos
ensayos incluyen células periféricas mononucleares de sangre (PBMC) y células
asesinas naturales (NK). En forma alternativa o, adicionalmente, la actividad
ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por ejemplo, en un
modelo animal como el que se desarrolla en Clynes et al. Proc. Nat’| Acad. Sci.
USA 95:652-656 (1998). Los ensayos de union C1q pueden también realizarse
para confirmar que el anticuerpo es incapaz de unir C1q y por lo tanto carece de
actividad CDC. Véase, por ejemplo, C1q y C3c de union a ELISA en
WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacién del
complemento, se puede llevar a cabo un ensayo CDC (véase, por ejemplo,
Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al.,
Blood 101:1045-1052 (2003); y Cragg, M.S. and M.J. Glennie, Blood 103:2738-
2743 (2004)). También pueden realizarse determinaciones de unién de FcRn y
vida promedio/limpieza mediante los métodos conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Petkova, S.B. et al., Intl. Immunol. 18(12):1759-1769 (2008)).
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Los anticuerpos con funcién efectora reducida incluyen aquellos con
sustitucion de uno o0 mas residuos de region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329
(Patente de los Estados Unidos N.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen
mutantes de Fc con sustituciones en dos o mas posiciones de aminoacidos 265,
269, 270, 297 y 327, incluyendo el mutante Fc llamado “DANA”" con sustitucion de
residuos 265 y 297 a alanina (Patente de los Estados Unidos N.° 7.332.581).

Se describen ciertas variantes de anticuerpos con unién mejorada o
disminuida a FcRs. (Véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos N.°
6.737.056; WO 2004/056312, y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604
(2001).)

En ciertas realizaciones, una variante de anticuerpo comprende una regién
Fc con una o mas sustituciones de aminoacidos que mejoran la ADCC, por
ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333, y/o 334 de la regiébn Fc
(numeracién de residuos EU).

En algunas realizaciones, las alteraciones se hacen en la region Fc que
resulta en unién de C1q alterado (es decir, ya sea mejorado o disminuido) y/o
Citotoxicidad Dependiente de Complemento (CDC), por ejemplo, tal como se
describe en la Patente de los Estados Unidos N.° 6.194.551, WO 99/51642, y
Idusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Los anticuerpos con aumento de vidas promedio y una mejora de la union al
receptor Fc neonatal (FcRn), responsable de la transferencia de los IgGs maternos
al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249
(1994)), se describen en US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Estos anticuerpos
consisten en una regién Fc con una o mas sustituciones que mejoran la unién de
la regién Fc a FcRn. Dichas variantes de Fc incluyen aquellas con sustituciones
en una o mas residuos de regiones Fc: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307,
311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 o 434, por
ejemplo, una sustitucion de residuo de regién Fc 434 (Patente de los Estados
Unidos N.° 7.371.826).

Véase también Duncan & Winter, Nature 322:738—40 (1988); Patente de
los Estados Unidos N° 5.648.260; Patente de los Estados Unidos N° 5.624.821; y
WO 94/29351 respecto de otros ejemplos de variantes de region Fc.

Variantes de anticuerpo disefiados con cisteina

En ciertas realizaciones, puede ser conveniente crear anticuerpos
disefiados con cisteina, por ejemplo, “tioMAbs,” en los cuales uno o mas residuos
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de un anticuerpo se sustituyen con residuos de cisteina. En realizaciones
particulares, los residuos sustituidos ocurren en sitios accesibles del anticuerpo.
Al sustituir esos residuos con cisteina, los grupos de tiol reactivos se posicionan
en sitios accesibles del anticuerpo y pueden utilizarse para conjugar el anticuerpo
a otras porciones, como porciones de farmacos o porciones de drogas de enlace,
para crear un inmunoconjugado, como se describe en la presente. En ciertas
realizaciones, uno o mas de los siguientes residuos pueden sustituirse por
cisteina: V205 (numeracion Kabat) de la cadena liviana; A118 (numeracion EU)
de la cadena pesada; y S400 (numeracion EU) de la region Fc de la cadena
pesada. Los anticuerpos disefiados con cisteina pueden ser generados como se
describe, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos N.° 7.521.541,

Derivados de Anticuerpos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente puede
ademas modificarse para contener porciones no proteicas adicionales conocidas
en la teécnica y facimente disponibles. Las porciones idéneas para la
derivatizacion del anticuerpo incluyen, a titulo ilustrativo, polimeros solubles en
agua. Los ejemplos ilustrativos de polimeros solubles en agua incluyen, a titulo
ejemplificativo, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinil pirrolidona, poli-1, 3-
dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de anhidrido maléico/etileno,
poliaminoacidos (ya sea homopolimeros o copolimeros aleatorios), y dextrano o
glicol de poli(n-vinil pirrolidona)polietileno, homopolimeros de propropilenglicol,
oxido de prolipropileno/copolimeros de dxido de etileno, polioles polioxietilados
(por ejemplo, glicerol), alcohol polivinilico, y sus mezclas. El propionaldehido de
polietilenglicol puede presentar ventajas en la produccion debido a su estabilidad
en agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular y puede ser
ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros unidos al anticuerpo puede
variar, y si se unen mas de un polimero, pueden ser las mismas o diferentes
moléculas. En general, la cantidad y/o tipo de polimeros que se utiliza para la
derivatizacion puede determinarse sobre la base de consideraciones que incluyen,
entre otras, las propiedades o funciones particulares del anticuerpo a mejorar, si el
derivado del anticuerpo se va a utilizar en una terapia con condiciones definidas,
etc.

En otra realizacién, se proveen los conjugados de un anticuerpo y las

porciones no proteicas que pueden calentarse en forma selectiva mediante la
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exposicion a radiacion. En una realizacion, la porcién no proteica es un nanotubo
de carbono (Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). La
radiacion puede tener cualquier longitud de onda, e incluye, a titulo ilustrativo,
longitudes de onda que no dafian las células comunes, pero que calientan la
porcion no proteica a una temperatura a la cual las células cercanas a la porcion
no proteica del anticuerpo mueren.

Composiciones y Métodos Recombinantes

Los anticuerpos pueden producirse mediante el uso de composiciones vy
métodos recombinantes, por ejemplo, tal como se describe en la Patente de los
Estados Unidos N.° 4.816.567. En una realizacién, se proporciona el acido
nucléico aislado que codifica un anticuerpo anti-mesotelina descripto en la
presente. Dicho &cido nucléico puede codificar una secuencia de aminoacidos
que comprende el VL y/o una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del
anticuerpo (por ejemplo, las cadenas livianas y / o pesadas del anticuerpo). En
una realizacion adicional, se proporcionan uno o mas vectores (por ejemplo, los
vectores de expresion) que comprenden dicho acido nucléico. En una realizacion
adicional, se proporciona una célula huésped que comprende dicho &cido
nucléico. En una de dichas realizaciones, una célula huésped comprende (por
ejemplo, ha sido transformada con): (1) un vector que comprende un &cido
nucléico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VL del
anticuerpo y una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo,
0 (2) un primer vector que comprende un acido nucléico que codifica una
secuencia de aminoacidos que comprende el VL del anticuerpo y un segundo
vector que comprende un A&cido nucléico que codifica una secuencia de
aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo. En una realizacion, la célula
huesped es eucariota, por ejemplo, la célula de Ovario de Hamster Chino (CHO,
por sus siglas en inglés), (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). En una realizacion,
se proporciona un método de hacer un anticuerpo anti-mesotelina, en donde el
método comprenden el cultivo de una célula huésped que comprende un acido
nucléico que codifica el anticuerpo, tal como se proporciond mas arriba, en
condiciones adecuadas para la expresién del anticuerpo, y opcionalmente la
recuperacion del anticuerpo de la célula huésped (o el medio de cultivo de célula
huésped).

Para la produccion recombinante de un anticuerpo anti-mesotelina, se aisla

el acido nucléico que codifica el anticuerpo, por ejemplo, tal como se describe
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anteriormente, y se inserta en uno o mas vectores para su posterior clonacién y/ o
expresion en una célula huésped. Dicho acido nucléico se aisla y secuencia
facilmente mediante los procedimientos convencionales (por ejemplo, mediante la
utilizaciébn de sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse
especificamente a genes que codifican las cadenas pesadas y livianas del
anticuerpo).

Las células huésped adecuadas para la clonacion o expresion de vectores
de codificacién de anticuerpo incluyen células procariotas o eucariotas descriptas
en la presente. Por ejemplo, los anticuerpos pueden producirse en bacteria, en
particular cuando no se necesita la funcion efectora Fc y la glicosilacion. Para la
expresion de fragmentos de anticuerpo y polipéptidos en bacterias, véanse, por
ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N.° 5.648.237, 5.789.199 y
5.840.523. (Véase también Charlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248
(B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254, sobre la
descripcion de la expresion de fragmentos de anticuerpo en E. coli.) Luego de la
expresion, el anticuerpo puede aislarse de la pasta celular bacteriana en una
fraccion soluble y puede purificarse ain mas.

Ademas de las procariotas, los microbios eucariotas, como los hongos
flamentosos o levadura son adecuados para la clonacion o 'expresién de
huéspedes para los vectores que codifican el anticuerpo, con inclusion de cepas
de hongos y levaduras cuyas vias de glicosilacion han sido “humanizadas” que
resultan en la produccion de un anticuerpo con un patron de glicosilacion humano
completa o parcialmente. Véase Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004), y
Li et al., Nat. Biotech. 24:210-215 (20086).

Las células huésped adecuadas para la expresién de anticuerpo glicosilado
también derivan de organismos multicelulares (invertebrados y vertebrados). Los
ejemplos de células invertebradas incluyen células de plantas e insectos. Varias
células baculovirales se han identificado que se utilizan junto con las células de
insectos, particularmente, para la transfeccion de células  de Spodoptera
frugiperda.

Los cultivos de células vegetales también pueden utilizarse como
huéspedes. Véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N.°
5.959.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978, y 6.417.429 (que describen la
tecnologia PLANTIBODIES™ para la produccion de anticuerpos en plantas
transgénicas).
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La celulas de vertebrados también pueden utilizarse como huéspedes. Por
ejemplo, las lineas de células mamiferas que se adaptan a crecer en suspension
pueden ser dtiles. Otros ejemplos de lineas celulares huésped de mamiferos
utiles son la linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40 (COS-7); linea
de rifidn embridnica humana (células 293 o 293 como se describe, por ejemplo, en
Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifion de hamster bebé
(BHK); células sertoli de raton (células TM4 como se describe, por ejemplo, en
Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980); células de rifién de mono (CV1); células
de rifidn de mono verde africano (VERO-76); células de carcinoma cervical
humano (HELA); células de rifién canino (MDCK; células de higado de rata bufalo
(BRL 3A); células de pulmén humano (W138); células de higado humano (Hep
G2); tumor mamario de ratén (MMT 060562); células TRI, como se describe, por
ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44—-68 (1982); células MRC
5,y células FS4. Otras células huésped Utiles de mamifero incluyen células de
ovario de hamster chino (CHO), con inclusién de células DHFR™ CHO (Urlaub et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); y lineas de célula de mieloma,
como Y0, NSO y Sp2/0. Para una revision de ciertas lineas celulares huésped de
mamiferos adecuadas para la produccion de anticuerpos, véase, por ejemplo.,
Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana
Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).

Ensayos

Los anticuerpos anti-mesotelina proporcionados en la presente puede ser
identificados, clasificados o caracterizados segln sus propiedades fisicas/ quimica
y/o actividades biolégicas mediante varios ensayos conocidos en la técnica.

En un aspecto, un anticuerpo de la invencion se prueba para su capacidad
de union al antigeno, por ejemplo, mediante métodos conocidos como ELISA,
FACS o Western blot.

En otro aspecto, los ensayos de competicion pueden tilizarse para
identificar un anticuerpo que compite con cualquiera de los anticuerpos descriptos
en la presente para la union a mesotelina. En ciertas realizaciones, dicho
anticuerpo de competicion se une al mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal
o conformacional) que se une mediante un anticuerpo descripto en la presente.
Los métodos ejemplares detallados para el mapeo de un epitopo al que se une un
anticuerpo se proporcionan en Morris (1996) “Epitope Mapping Protocols,” en
Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).
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En un ensayo de competicion ejemplar, la mesotelina se incuba en una
solucién que comprende un primer anticuerpo marcado que se une a mesotelina
(por ejemplo, cualquiera de los anticuerpos descriptos en la presente) y un
segundo anticuerpo no marcado que se prueba para su capacidad de competir
con el primer anticuerpo para la unién de mesotelina. El segundo anticuerpo
puede estar presente en un supernatante de hibridoma. Como control, la
mesotelina inmovilizada se incuba en una solucién que comprende el primer
anticuerpo marcado pero no el segundo anticuerpo no marcado. Luego de la
incubacion en condiciones que permiten la unién del primer anticuerpo a
mesotelina, se elimina el exceso de anticuerpo no unido, y se mide la cantidad de
marcador asociado con la mesotelina. Si la cantidad de marcador asociado con
mesotelina inmovilizada es sustancialmente reducida en la muestra de prueba
relativa a la muestra de control, entonces eso indica que el segundo anticuerpo
compite con el primer anticuerpo para la unién a mesotelina. Véase Harlow y
Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual cap.14 (Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Inmunoconjugados

La invencion asimismo proporciona inmunoconjugados que comprenden un
anticuerpo anti-mesotelina conjugado en la presente con uno o mas agentes
citotoxicos, como agentes quimioterapeuticos o farmacos, agentes inhibidores de
crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas de proteinas, toxinas activas
enzimaticamente de origen bacterial, fungico, vegetal o animal, o fragmentos del
mismo), o isotopos radioactivos.

En una realizacion, un inmunoconjugado es un conjugado de anticuerpo—
farmaco (ADC, por sus siglas en inglés) en el que un anticuerpo se conjuga con
uno o mas farmacos, con inclusion, a titulo ilustrativo, de un maitansinoide (véanse
las Patentes de los Estados Unidos N.° 5.208.020, 5.416.064 y la Patente Europea
EP 0 425 235 B1); una auristina, como porciones de farmaco de
monometilauristatina DE y DF (MMAE y MMAF) (véanse las Patentes de los
Estados Unidos N.° 5.635.483 y 5.780.588, y 7.498.298); una dolastatina: una
caliqueamicina o derivado de los mismos (véanse las Patentes de los Estados
Unidos N.° 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710,
5.773.001, y 5.877.296; Hinman et al., Cancer Res. 53:3336-3342 (1993); y Lode
et al., Cancer Res. 58:2925-2928 (1998)); una antraciclina, como daunomicina o
doxorubicina (véase Kratz et al., Current Med. Chem. 13:477-523 (2006); Jeffrey
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et al., Bioorganic & Med. Chem. Letters 16:358-362 (2006); Torgov et al., Bioconj.
Chem. 16:717-721 (2005); Nagy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:829-834
(2000); Dubowchik et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12:1529-1532 (2002);
King et al., J. Med. Chem. 45:4336—4343 (2002); y Patente de los Estados Unidos
N.° 6.630.579), metotrexato; vindesina; un taxano, como docetaxel, paclitaxel,
larotaxel, tesetaxel, y ortataxel; un tricoteceno; y CC1065.

En otra realizacion, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se
describe en la presente conjugado a una toxina enzimaticamente activa o
fragmento del mismo, con inclusion a titulo ilustrativo, de la cadena A de difteria,
fragmentos activos sin unién de la toxina de difteria, cadena A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de
modeccina, alfa—sarcina, ‘proteinas Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteina
americana Pitolaca (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia,
curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina, y los tricotecenos.

En otra realizacion, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se
describe en la presente conjugado a un atomo radioactivo para formar un
radioconjugado. Una variedad de isétopos radioactivos estan disporiibles para la
produccion de radioconjugados. Los ejemplos incluyen At?'!, |13 |'25 Y90 Reg'86
Re'® Sm'? Bi?'2, P32 Pp?" e isotopos radioactivos de Lu. Cuando se utiliza el
radioconjugado para la deteccion, puede comprender un atomo radioactivo para
los estudios escintigraficos, por ejemplo tc99m o 1123, o un marcador spin para la
imagen de resonancia magnética nuclear (NMR) (también conocida como imagen
de resonancia magnética, mri), como iodina~123 nuevamente, iodina—131, indio—
111, fldor-19, carbono—13, nitrogeno-15, oxigeno—17, gadolinio, manganeso o
hierro.

Los conjugados del anticuerpo y agente citotoxico pueden realizarse
mediante la utilizacién de una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas
bifuncionales como propionato de N-succinimidil-3—(2—piridilditio) (SPDP),
ciclohexano—1—carboxilato de succinimidil-<4—(N-maleimidometil)  (SMCC),
iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (como el adipimidato de
dimetilo HCI), ésteres activos (como suberato de disuccinimidilo), aldehidos {como
glutaraldehido), compuestos de bis—azido (como bis (p—azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados de bis—diazonio (como bis—(p—diazoniobenzoil)-
etilendiamina), diisocinatos (como 2,6—diisocianato de tolueno), y compuestos de
fluor bis-activo (como 1,5-difluoro-2,4—dinitrobenzeno).  Por ejemplo, puede
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prepararse una inmunotoxina de ricina tal como se describe en Vitetta et al.,
Science 238:1098 (1987). El acido triaminpentaacético de 1-isotiocianatobencil—
3-metildietileno rotulado marcado Carbono 14 (MX-DTPA) es un ejemplo de un
agente quelante para la conjugacién del radionucleétido al anticuerpo. Véase
WO094/11026. La unién puede ser una “unién escindible” que facilita la liberacién
de un farmaco citotdxico en la célula. Por ejemplo, puede utilizarse una unién de
acido abil, union sensible a peptidasa, unidn fotolabil, union de dimetilo o union
que contiene disulfuro (Chari et al., Cancer Res. 52:127-131 (1992): Patente de
los Estados Unidos N.° 5.208.020).

Los inmuno conjugados o ADC en la presente expresamente contemplan, a
titulo ilustrativo, aquello conjugados preparados con reactivos e entrecruzamiento
con inclusion, a titulo ilustrativo, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS,
MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo—~EMCS, sulfo—-GMBS,
sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo~SIAB, sulfo—-SMCC, y sulfo-SMPB, y SVSB
(succinimidil-(4—vinilsulfona)benzoato) que se encuentran disponibles en los

comercios (por ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.A).

Inmunoconjugados que Comprenden Auristinas y Dolastatinas

En algunas realizaciones, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo
de la invencién conjugado a dolastatina o un analogo peptidico de dolastina o
derivado, por ejemplo, una auristatina (Patentes de los Estados Unidos
N.°5635483; 5780588). Se ha demostrado que las dolastinas y auristatinas
interfieren con la dindmica de mircrottibulos, hidrélisis GTP, y division nuclear y
celular (Woyke et al (2001) Antimicrob. Agents and Chemoter. 45(12):3580-3584)
y poseen actividad anticancerigena (Patente de los Estados Unidos N.° 5663149)
y antifungica (Pettit et al (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-2965).
La porcion de farmaco de dolastina o auristatina puede acoplarse al anticuerpo a
través de terminales N (amino) o la terminal C (carboxilo) de la porcién de farmaco
peptidica (WO 02/088172).

Las realizaciones de auristatina ejemplares incluyen la terminal unida a
porciones de farmaco de monometilauristatina DE y DF. (Véanse las Patentes de
los Estados Unidos N.© 7.659.241, 7.498.298 y 7.745.394.)

Una porcion de farmaco peptidica puede seleccionarse de las Férmulas Dg
y Dr a continuacién:
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en donde la linea ondeada de Dg y Df indica el sitio de unién covalente a un
anticuerpo o componente de unién al anticuerpo, e independientemente en cada
ubicacion.

R? se selecciona de H y alquilo C1—Cg:

R® se selecciona de H, alquilo C1—Cg, carbociclo C3—Cg, arilo, alquil C1—Cg—
arilo, alquil C4—Cg—(carbociclo C3~Cs), heterociclo C3—Cg y alquil C1—Cg—
(heterociclo C3—Cg);

R* se selecciona de H, alquilo C4—Cg, carbociclo C3—~Cg, arilo, alquil C1—Cg—
arilo, alquil C4—Cg—(carbociclo C3—Cg), heterociclo C;~Cg y alquil C1—Cg—
(heterociclo C3~Cs);

R°® se selecciona de H y metilo;

o R*y R® juntos forman un anillo carbociclico y poseen la férmula -
(CR?R®),— en donde R? y R® son independientemente seleccionados de H, alquilo
C1—Cg y carbociclo C3~Cs y n se seleccionade 2, 3,4, 5y 6;

R® se selecciona de H y alquilo C1—Cg;

R’ se selecciona de H, alquilo C1—Cg, carbociclo C3—Csg, arilo, alquil C1—Cg—
arilo, alquil C4—Ce—(carbociclo C3~Cs), heterociclo C3—Cg y alquil C1—Cg—
(heterociclo C3—Cyg);

cada R% es independientemente seleccionado de H, OH, alquilo C—Cs,
carbociclo C3—-Cg y O—(alquilo C1—Cg);

R® se selecciona de H y alquilo C1~Cg;

R se selecciona de arilo o heterociclo Cs—Cg:

Zes O, S, NH, o NR™, en donde R es alquilo C—Cyg;

R' se selecciona de H, alquilo C1—Cay, arilo, heterociclo Cs~Cs, —(R'30)m—
R™, 0 —(R"™0)m—CH(R®);;

m es un entero que varia desde 1-1000;
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R' es alquilo C,—Cg;

R es H o alquilo C1—Cg;

cada ocurrencia de R' es independientemente H, COOH, —(CH),—N(R®),,
~(CH2)a=SO3H, 0 ~(CH,):~SOs-alquilo C1~Cs:

cada ocurrencia de R'® es independientemente H, alquilo C1—Cg, 0 —(CH,)—
COOH,;

R'® se selecciona de ~C(R®),~C(R®),-arilo, ~C(R®),~C(R®¥),~(heterociclo Ca—
Cs), ¥ ~C(R%)2-C(R®);—(carbociclo C3—-Cg); y

n es un entero que varia desde 0 a 6.

En una realizacion, R®, R* y R” son independientemente isopropilo o sec—
butilo y R® es —H o metilo. En una realizacion ejemplar, R® y R* son cada uno
isopropilo, R®es —H, y R es sec-butilo.

En incluso otra realizacién, R? y R® son cada uno metilo, y R® es —H.

En incluso otra realizacion, cada ocurrencia de R® es ~OCHs.

En una realizacion ejemplar, R® y R* son cada uno isopropilo, R? y R® son
cada uno metilo, R®es —H, R’ es sec-butilo, cada ocurrencia de R® es ~OCHj, y
R%es —H.

En una realizacién, Z es -O- 0 -NH-.

En una realizacion, R es arilo.

En una realizacion ejemplar, R'° es —fenilo.

En una realizacién ejemplar, cuando Z es -O—, R'! es —H, metilo o t-butilo.

En una realizacion, cuando Z es ~NH, R"" es —-CH(R'®),, en donde R'® es —
(CH2):=N(R™)2, y R"® es —alquilo C1—Cg 0 ~(CH),—~COOH,

En otra realizacion, cuando Z es -NH, R'! es ~CH(R'®),, en donde R'® es —
(CH2),—SO3H.

Una realizacion de auristatina ejemplar de la férmula Dg es MMAE
(monometil auristatina E), en done la linea ondeada indica la unién covalente a

una union de un conjugado anticuerpo—farmaco:
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Una realizacion de auristatina ejemplar de la férmula D es MMAF
(monometil auristatina F, una variante de auristatina E (MMAE) con una
fenilalanina en la terminal C del farmaco), en donde la linea ondeada indica la
unidn covalente a una unién de un conjugado de anticuerpo—farmaco (véase US
2005/0238649 y Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17:114—124):

En un aspecto, los grupos hidrofilicos con inclusiéon a titulo ilustrativo de

MMAF

ésteres de trietilenglicol (TEG), como se muestra anteriormente, pueden unirse a
una porcién de farmaco en R''. Sin estar ligados a ninguna teoria particular, los
grupos hidrofilicos ayudan en la internalizacion y no aglomeracién de una porcién
de farmaco.

Las realizaciones  ejemplares de  ADC que comprenden
auristatina/dolastatina o derivados de los mismos se describe en US
2005/0238649 A1y Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17:114-124, que
se incorpora expresamente a la presente a modo de referencia. Las realizaciones
ejemplares de ADC que comprenden MMAE o MMAF y varios componentes de
unién tienen las siguientes estructuras y abreviaturas (en donde “Ab” es un
anticuerpo; p es la carga de farmaco (numero promedio de porciones de farmaco
por anticuerpo) y varia desde aproximadamente 1 a aproximadamente 8; “vc” es

“val—cit,” es decir, un dipéptido de valina—citrulina; y “S” es un atomo de azufre:
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Las realizaciones ejemplares de ADCs que comprende MMAF y varios
componentes de union ademas incluyen Ab—MC-PAB-MMAF y Ab—PAB-MMAF.
En forma interesante, los inmunoconjugados que comprenden MMAF unidos a un
anticuerpo mediante una union que no es proteoliticamente escindible ha
mostrado poseer actividad comparable a inmunoconjugados que comprenden
MMAF unido a un anticuerpo mediante una unién proteoliticamente escindible.
Véase, Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17:114-124. En dichos casos,
se cree que la liberacion de droga se efectia mediante degradacién de anticuerpo
en la célula. /d

En forma tipica, las porciones de farmaco en base a péptidos pueden
prepararse mediante la formaciéon de una uniéon de péptido entre dos o mas
aminoacidos y/o fragmentos de péptidos. Dichas uniones de péptidos pueden
prepararse, por ejemplo, de acuerdo al método de sintesis de fase liquida (véase
E. Schréder and K. Lubke, “The Peptides”, volumen 1, Pags. 76-136, 1965,
Academic Press) el cual es muy conocido en el area de la quimica de péptidos.
La porciones de farmaco de auristatina/ dolastatina pueden prepararse de acuerdo
con los métodos de: US 2005/0238649 A1; Patente de los Estados Unidos N.°
5635483; Patente de los Estados Unidos N.° 5780588: Pettit et al (1989) J. Am.
Chem. Soc. 111:5463-5465; Pettit et al (1998) Anti-Cancer Drug Design 13:243—
277, Pettit, G.R., et al. Synthesis, 1996, 719-725; y Pettit et al (1996) J. Chem.
Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863; y Doronina (2003) Nat. Biotechnol. 21(7):.778~
784. +

Eh particular, las porciones de farmaco de auristatina/ dolastatina de la

formula Dg, como MMAF y derivados de las mismas, pueden preparase utilizando
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métodos descriptos en US 2005/0238649 A1 y Doronina et al. (2006) Bioconjugate
Chem. 17:114-124. Las porciones de farmaco de auristatina/dolastatina de la
formula De, como MMAE y derivados de las mismas, pueden preparase utilizando
los métodos descriptos en Doronina et al. (2003) Nat. Biotech. 21:778-784. Las
porciones de unién de farmaco MC-MMAF, MC-MMAE, MC-vc-PAB-MMAF, y
MC-vc-PAB-MMAE pueden sintetizarse de manera conveniente mediante
métodos rutinarios, por ejemplo, como se describe en Doronina et al. (2003) Nat.
Biotech. 21:778-784, y la Publicacion de Solicitud de Patente N.°
US 2005/0238649 A1, y luego se conjugan con un anticuerpo de interés.

Métodos y Composiciones para el Diagnéstico y la Deteccién

En ciertas realizaciones, todo anticuerpo anti-mesotelina proporcionado en
la presente es Util para la deteccion de la presencia de mesotelina en una muestra
bioldgica. El término “detectar” como se utiliza en la presente abarca la deteccién
cuantitativa o cualitativa. Una “muestra biologica” comprende, por ejemplo, una
célula o tejido (por ejemplo, material de biopsia, con inclusién de tejido
cancerigeno pancreético potencialmente cancerigeno, de ovarios, de pulmén, o
endometrial, 0 mesotelioma), o suero.

En uné realizacion, se proporciona un anticuerpo anti-mesotelina para el
uso en un método del diagnostico o deteccidn. En un aspecto adicional, se
proporciona un método para la deteccion de la presencia de mesotelina en una
muestra biolégica. En ciertas realizaciones, el método comprende poner en
contacto la muestra biolégica con un anticuerpo anti-mesotelina como se describe
en la presente en condiciones que permiten la unién del anticuerpo anti-
mesotelina a mesotelina, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo
anti-mesotelina y mesotelina en la muestra biolégica. Dicho método puede ser un
método in vitro o in vivo. En una realizacién, se utiliza un anticuerpo anti—
mesotelina para selecciona sujetos idoéneos para la terapia con un anticuerpo anti—
mesotelina, por ejemplo, donde la mesotelina es un biomarcador para la seleccion
de pacientes. En una realizacion adicional, la muestra bioldgica es suero, por
ejemplo, en donde se detecta la mesotelina se ha circulado de célula
cancerigenas al suero.

En una realizacién adicional, se utiliza un anticuerpo anti-mesotelina in vivo
para detectar, por ejemplo, mediante imagen in vivo, un cancer positivo para
mesotelina en un sujeto, por ejemplo, a los fines de diagnosticar, progmnosticar,
cancer de estadificacién, determinar el curso adecuado de terapia, o monitorear la

respuesta de un cancer a la terapia. Un método conocidos en la técnica para la
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deteccion in vivo es una tomografia de emision de inmuno—positrones (inmuno-
PET), como se describe, por ejemplo, en van Dongen et al., The Oncologist
12:1379-1389 (2007) y Verel et al., J. Nucl. Med. 44:1271-1281 (2003). En
dichas realizaciones, se proporciona un método para la deteccion de un cancer
positivo para mesotelina en un sujeto, el método que comprende administrar un
anticuerpo anti-mesotelina marcado a un sujeto que padece o se sospecha que
padece un cancer positivo para mesotelina, y detectar el anticuerpo anti-
mesotelina marcado en el sujeto, en donde la deteccion del anticuerpo anti-
mesotelina marcado indica un cancer positivo para mesotelina en el sujeto. En
ciertas de dichas realizaciones, el anticuerpo anti-mesotelina macado comprende
un anticuerpo anti-mesotelina conjugado a un emisor de positrones, como %Ga,
"®F, ®Cu, %Y, Br, %Zr, y . En una realizacién particular, el emisor de
positrones es %°7r.

En realizaciones adicionales, un método de diagnéstico o deteccién
comprende poner en contacto un primer anticuerpo anti-mesotelina inmovilizado a
un sustrato con una muestra biolégica a ser evaluada para la presencia de
mesotelina, exponer el sustrato a un segundo anticuerpo anti-mesotelina, y
detectar si el segundo anticuerpo anti-mesotelina esta unido a un complejo entre
el primer anticuerpo anti-mesotelina y mesotelina en la muestra bioldgica. Un
sustrato puede ser cualquier medio de apoyo, por ejemplo, vidrio, metal, ceramica,
perlas poliméricas, portaobjetos, chips y otros sustratos. En ciertas realizaciones,
una muestra biolégica comprende una célula o tejido (por ejemplo, material de
biopsia, con inclusién de tejido cancerigeno o pancreatico potencialmente
cancerigeno, de ovarios, de pulmén, o endometrial, o mesotelioma), o suero, es
decir, suero en el que ha circulado mesotelina. En ciertas realizaciones, el primer
y segundo anticuerpo anti-mesotelina es cualquiera de los anticuerpos descriptos
en la presente. En dichas realizaciones, el segundo anticuerpo anti~mesotelina
puede ser 19C3 o anticuerpos derivados de 19C3 como se describe en la
presente.

Los trastornos ejemplares que pueden ser diagnosticados o detectados de
acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores incluyen canceres positivos
para mesotelina, como cancer pancreatico positivo para mesotelina (con inclusion
adenocarcinoma ductal pancreatico), cancer de ovarios positivo para mesotelina
(con inclusion de adenocarcinoma sérico de ovarios), cancer de pulmon positivo
para mesotelina (con inclusion de carcinoma de pulmén de célula no pequefa

(NSCLC)), mesotelioma, y cancer endometrial positivo para mesotelina. En una
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realizacion, un cancer positivo para mesotelina es un cancer que recibe un puntaje
de inmunohistoquimica (IHC) anti-mesotelina mayor que “0,” que corresponde a
muy débil o sin tincién en >90% de las células tumorales, en las condiciones
descriptas en la presente en el Ejemplo J. En ofra realizacion, un cancer positivo
para mesotelina en un nivel 1+, 2+ o 3+, como se define en la condiciones
descriptas en la presente en el Ejemplo J. Un cancer positivo para mesotelina de
acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores puede ser un cancer
positivo dual.

En ciertas realizaciones, se proporcionan anticuerpos anti-mesotelina
marcados. Los marcadores incluyen, a titulo ilustrativo, marcadores o porciones
que son detectadas directamente (como marcadores fluorescentes, cromoféricos,
electron—denso, quimiluminiscentes y radioactivos), asi como porciones, como
enzimas o ligandos, que son detectados indirectamente, por ejemplo, a través de
una reaccién enzimatica o interaccion molecular. Los marcadores ejemplares
incluyen, a titulo ilustrativo, los radioisétopos P, 'C, "2, °H, y '*"I, fluoroforos
tales como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y
sus derivados, dansil, umbeliferona, luceriferasas, por ejemplo, luciferasa de las
luciérnagas y luciferasa bacterial (Patente de Estados Unidos N.° 4.737.456),
luciferina, 2,3—dihidroftalazindiones, peroxidasa de rabano picante (HRP, por sus
siglas en inglés), fosfatasa alcalina, B—galactosidasa, glucoamilasa, lisozima,
oxidasa de sacarida, por ejemplo, oxidasa de glucosa, oxidasa de galactosa, y
glucosa—6-fosfato dehidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y
oxidasa de xantina, acoplada con una enzima que emplea peroxido de hidrégeno
para oxidar un precursor de tefiido como HRP, lactoperoxidasa, o
microperoxidasa, biotina/avidina, rétulos de spin, rétulos de bacteriéfago, radicales
libres estables, y similares. En otra realizacién, un marcador es un emisor de
positrones. Los emisores de positrones incluyen, a titulo ilustrativo, a 8Ga, '®F,
*¥Cu, %Y, ™Br, #zr, y 1. En una realizacion particular, un emisor de positrones
es 5°Zr.

Formulaciones Farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de un anticuerpo anti-meotelina o
inmunoconjugado como se describe en la presente se preparan mediante la
mezcla de dicho anticuerpo o inmunoconjugado que posee el grado deseado de
pureza con uno 0 mas portadores farmacéuticamente aceptables opcionales
(Remington's Pharmaceutical Sciences 16ta edicién, Osol, A. Ed. (1980)), en la
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forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores
farmaceuticamente aceptables son generalmente no tdxicos para recipiente en
dosis y concentraciones empleados e incluyen, a titulo ilustrativo: buffers como
fosfato, citrato, histidina y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen el
acido ascorbico y la metionina; conservadores (como el cloruro de amonio de
octadecildimetilbencilo; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de
benzetonio; alcohol fenilico, butilico o bencilico; alquil parabenos como metil o
_propil parabeno, catecol; resorcinol; ciclohexanol, 3-pentanol; y m-cresol);
polipeptidos de bajo peso molecular (menos de 10 residuos aproximadamente);
proteinas, como albdmina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos como la polivinilpirrolidona; aminoacidos como la glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros
carbohidratos que incluyen la glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes
como EDTA; azlicares como la sucarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contra
iones formadores de sal como el sodio; complejos de metal (por ejemplo,
complejos de proteina Zn); y/o surfactantes no i6nicos como polietilenglicol (PEG).
Los portadores farmacéuticamente aceptables ejemplares en la presente ademas
incluyen agentes de dispersion de farmacos intersticiales, como glicoprotinas de
hialuronidasa activa neutral soluble (SHASEGP), por ejemplo, glicoproteinas de
hialuronidasa PH-20 solubles humanas, como rHuPH20 (HYLENEX®, Baxter
International, Inc.). Ciertos sHASEGPs ejemplares y métodos de uso, con
inclusion de rHUPH20, se describen en la Publicacion de Patente de los Estados
Unidos N.° 2005/0260186 y 2006/0104968. En un aspecto, un sHASEGP se
combina con una o mas glicosaminoglicanasas adicionales, como condroitinasas.

Las formulaciones de inmunoconjugado o anticuerpo liofilizado ejemplares
se describen en la Patente de los Estados Unidos N.° 6.267.958. Las
formulaciones de anticuerpo acuoso o inmunoconjugado incluyen aquellas
descriptas en la Patente de los Estados Unidos N.° 6.171.586 y W02006/044908,
las dltimas formulaciones incluyen un buffer de histidina~acetato.

La formulacion en la presente pueden también contener mas de un
ingrediente activo, tal como sea necesario para la indicacién particular que se
trate, preferentemente aquellos con actividades complementarias que no se
afectan en forma adversa al otro. Por ejemplo, puede ser conveniente ademas
proporcionar gemcitabina, por ejemplo, para el tratamiento de cancer positivo para
mesotelina, como cancer pancreatico positivo para mesotelina (adenocarcinoma

pancreatico). En otro ejemplo, puede ser conveniente ademas proporciona un
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anticuerpo anti-MUC16 conjugado con un agente citotdxico, por ejemplo, para el
tratamiento de cancer positivo para mesotelina o cancer positivo dual, como
cancer de ovarios positivo para mesotelina (adenocarcinoma sérico de ovarios) o
cancer de ovarios positivo dual. Dichos ingredientes activos se encuentran
'presentes de manera adecuada en combinacién en forma adecuada en cantidades
que son efectivas para el propdsito deseado.

Los ingredientes activos pueden capturarse en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervacidon o polimerizacion
interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina v
microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, sistema de
administracién de farmaco coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina,  microemulsiones, nano-particulas 'y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se describen en Remington's Pharmaceutical
Sciences, 16° edicion, Oslo, A., Ed., (1980).

Pueden realizarse preparaciones de liberacién sostenida. Los
ejemplos idoneos de preparaciones de liberaciéon sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofébicos solidos que contienen el anticuerpo o
inmunoconjugado, cuyas matrices se encuentran en forma de articulos formados,
por ejemplo, films, o microcapsulas.

Las formulaciones que se utilizaran para la administraciéon in vivo son
generalmente estériles. La esterilidad se obtiene facimente, por ejemplo,

mediante la filtracion a través de las membranas de filtracion estériles.

Composiciones y Métodos Terapéuticos

Cualquiera de los anticuerpos anti-mesotelina o inmunoconjugados
proporcionados en la presente pueden ser utilizados en los métodos, por ejemplo,
métodos terapéuticos.

En un aspecto, un inmunoconjugado o anticuerpo anti-mesotelina
proporiconado en la presente se utiliza en un método de inhibicién de proliferacion
de una célula positiva para mesotelina, el método que comprende exponer la
célula a inmunoconjgado o anticuerpo anti-mesotelina en condiciones que
permitan la unién de inmunooconjugado o anticuerpo anti-mesotelina a mesotelina
sobre la superficie de la célula, de este modo, se inhibe la proliferacion de la
célula. En ciertas realizaciones, el método es un método in vitro o in vivo. En

realizaciones adicionales, la célula es pancredtica, de ovarios, de pulmédn,
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mesotelioma o célula endometrial. En realizaciones adicionales, la célula es una
célula dual—positiva.

La inhibicion de la proliferacion celular in vitro puede probarse utilizando el
Ensayo de Viabilidad Celular Luminiscente CellTiter—-Glo™", que esta disponible en
el comercio de Promega (Madison, WI). El ensayo determina el numero de células
viables en el cultivo basado en la cuantificacion de ATP presente, lo que
constituye una indicacion de las células activas metabélicamente. Véase, Crouch
et al. (1993) J. Immunol. Meth. 160:81—88, Patente de los Estados Unidos N.°
6602677. El ensayo puede realizarse en formato de 96 o 384 pocillos, lo que lo
hace adecuado para la clasificaciéon de alto rendimiento (HTS, por sus siglas en
inglés) automatica. Véase, Cree et al. (1995) AntiCancer Drugs 6:398—404. El
procedimiento de ensayo implica agregar un olo reactivo (Reactivo CellTiter—Glo®)
directamente a células cultivadas. Esto produce la lises celular y la generacion de
una sefal luminiscente producida por una reaccidon de luciferasa. La sefal
luminicente es proporcional a la cantidad de ATP presente, que es directamente
proporciona al niumero de células viables presentes en el cultivo. Los datos
pueden registrarse por el luminometro o dispositivo de imagen de camara CCD.
La salida de luminiscencia se expresa como unidades de luz relativas (RLU, por
sus siglas en inglés).

En otro aspecto, se proporciona un inmunoconjugado o anticuerpo anti~
mesotelina para el uso como un medicamento. En aspectos adicionales, se
proporciona un inmunoconjugado o anticuerpo anti-mesotelina para el uso en un
metodo de tratamiento. En ciertas realizaciones, se proporciona un
inmunoconjugado o anticuerpo anti-mesotelina para el uso en el tratamiento de
cancer positivo para mesotelina. En ciertas realizaciones, la invencién
proporciona un inmunoconjugado o anticuerpo anti-mesotelina para el uso en un
método de tratamiento de un individuo que padece cancer positivo para
mesotelina, el método que comprende la administraciéon a un individuo de una
cantidad efectiva de inmunoconjugado o anticuerpo anti-mesotelina. En una de
dichas realizaciones, el método ademas comprende la administracion al individuo
de una cantidad efectiva de al menos un agente terapéutica adicional, por ejemplo,
como se describe a continuacion.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de un
inmunoconjugado o anticuerpo anti-mesotelina en la produccion o preparacién de
un medicamento. En una realizacion, el medicamento es para el tratamiento de un

cancer positivo para mesotelina. En una realizacion adicional, el medicamento es
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para el uso en un método de tratamiento de cancer positivo para mesotelina, el
meétodo que comprende la administracion a individuo que padece cancer positivo
para mesotelina de una cantidad efectiva del medicamento. En una de dichas
realizaciones, el método ademas comprende la administracion al individuo de una
cantidad efectiva de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como
se describe a continuacion.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un método para el
tratamiento de un cancer positivo para mesotelina. En una realizacién, el método
comprende la administracion a un individuo que padece dicho cancer positivo para
meotelina de una cantidad efectiva de inmunoconjugado o anticuerpo anti-
mesotelina. En una de dichas realizaciones, el método ademas comprende la
administraciéon al individuo de una cantidad efectiva de al menos un agente
terapéutico adicional, como se describe a continuacion.

Un cancer positivo para mesotelina de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones anteriores puede ser, por ejemplo, cancer pancreatico positivo para
mesotelina (con inclusién adenocarcinoma ductal pancreatico), cancer de ovarios
positivo para mesotelina (con inclusién de adenocarcinoma sérico de ovarios),
cancer de pulmoén positivo para mesotelina (con inclusion de carcinoma de pulmon
de célula no pequefia (NSCLC)), mesotelioma, y cancer endometrial positivo para
mesotelina. En una realizacién, un cancer positivo para mesotelina es un cancer
que recibe un puntaje de inmunohistoquimica (IHC) anti-mesotelina mayor que
“0,” que corresponde a muy débil o sin tincion en >90% de las células tumorales,
en las condiciones descriptas en la presente en el Ejemplo J. En otra realizacion,
un cancer positivo para mesotelina en un nivel 1+, 2+ o 3+, como se define en la
condiciones descriptas en la presente en el Ejemplo J. Un cancer positivo para
mesotelina de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores puede ser un
cancer positivo dual.

Un “individuo” de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores
puede ser un humano.

En un aspecto adicional, la invenciéon proporciona formulaciones
farmacéuticas que comprenden cualquiera de los anticuerpos anti-mesotelina o
inmunoconjugado en la presente, por ejemplo, para el uso en cualquiera de los
métodos terapéuticos anteriores. En wuna realizacién, una formulacién
farmaceutica comprende cualquiera de los anticuerpos anti-mesotelina o
inmunoconjugados  proporcionados en la  presente y un portador

farmacéuticamente aceptable. En ofra realizacion, una formulacion farmacéutica
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comprende cualquiera de los anticuerpos anti-mesotelina o inmunoconjugados
proporcionados en la presente y al menos un agente terapéutico adicional, por
ejemplo, como se describe a continuacion.

Los anticuerpos o inmunoconjugados de la invencion pueden utilizarse ya
sea solos 0 en combinacion con otros agentes en una terapia. Por ejemplo, un
anticuerpo o inmunoconjugado de la invenciéon puede ser coadministrado con al
menos un agente terapéutico adicional. En ciertas realizaciones, un agente
terapéutico adicional es gemcitabina. En ciertas realizaciones, un agente
terapéutico adicional es un anticuerpo anti-MUC16 conjugado a un agente
citotéxico.

Dichas terapias de combinacién que se nombraron con anterioridad
incluyen la administracién combinada (en donde dos o mas agentes terapéuticos
se incluyen en las mismas formulaciones o separadas), y la administracién por
separado, en cuyo caso, la administracion del anticuerpo o inmunoconjugado de la
invencion puede ocurrir en forma previa, simultaneamente y/o luego de la
administracion del agente terapéutico adicional y/o adyuvante. Los anticuerpos o
inmunoconjugados de la invencion pueden también utilizarse en combinacién con
la terapia de radiacion.

Un anticuerpo o inmunoconjugado de la invencion (y cualquier agente
terapéutico adicional) puede administrarse mediante los medios idoneos, con la
inclusion de la administracion parenteral, intrapulmonar, e intranasal, y, Si se
desea para el tratamiento local, administracion intralesional. Las infusiones
parentales incluyen la administracién intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal o subcutanea. Las dosis pueden aplicarse mediante cualquier via
idonea, por ejemplo, mediante inyecciones, como inyecciones intravenosas o
subcutaneas, lo cual depende en parte de si la administracién es breve o crénica.
Los diversos esquemas de dosificacién incluyen, a titulo ilustrativo, una o varias
administraciones en diversos puntos de tiempo, la administracién por bolo, y la
infusion por pulso se contemplan en la presente.

Los anticuerpos o inmunoconjugados de la invencion se formularan,
dosificaran y administraran en un modo coherente con las buenas practicas
medicas. Los factores de consideracion en este contexto incluyen el desorden
especifico que se trate, el mamifero especifico que se trate, la condicion clinica del
paciente, la causa del desorden, el sitio de administracion del agente, el método
de administracion, el cronograma de administracion, y otros factores conocidos por

los practicantes médicos. No es necesario, pero opcionaimente el anticuerpo o
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inmunoconjugado puede formularse con uno o mas agentes que se utilizan en la
actualidad para prevenir o tratar el trastorno en cuestién. La cantidad efectiva de
dichos otros agentes depende de la cantidad de anticuerpo o inmunoconjugado
presente en la formulacion, el tipo de trastorno o tratamiento, y otros factores que
se explicaron con anterioridad. Estos se utilizan generalmente en las mismas
dosis o vias de administracion que se describen en el presente, o alrededor de 1 al
99% de las dosis que se describen en la presente, o en cualquier dosis o via que
se considere apfopiada en términos empiricos/clinicos.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosis apropiada de
un anticuerpo de la invencion (cuando se utiliza sola o en combinacién con uno o
mas agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad a tratar,
el tipo de anticuerpo, el tipo de anticuerpo o inmunoconjugado, la gravedad y
curso de la enfermedad, si el anticuerpo o inmunoconjugado se administra con
fines preventivos o terapéuticos, la terapia previa, la historia clinica del paciente y
respuesta al anticuerpo o inmunoconjugado y el criterio de médico que lo trate. El
anticuerpo o inmunoconjugado se administra en forma apropiada al paciente una
sola vez o en una serie de tratamientos. De acuerdo al tipo y la gravedad de la
enfermedad, alrededor de 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo. 0,1mg/kg—10mg/kg)
de anticuerpo puede ser una dosis candidata inicial posible para la administracion
al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas
o mediante la infusién continua. Una dosis diaria tipica varia de desde 1 Mg/kg a
100 mg/kg aproximadamente o mas, de acuerdo a los factores que se
mencionaron con anterioridad. Para las administraciones repetidas a lo largo de
varios dias o mas, segun la afeccién, el tratamiento se mantendra en general
hasta que ocurra la eliminacién deseada de los sintomas de la enfermedad. Un
ejemplo de dosis del anticuerpo o inmunoconjugado puede encontrarse en el
rango de 0,05 mg/kg a 10 mg/kg aproximadamente. Por lo tanto, pueden
administrarse al paciente una o mas dosis de 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o
10 mg/kg aproximadamente (o una combinacion de ellas). Dichas dosis pueden
administrarse en forma intermitente, por ejemplo, cada una semana o cada tres
semanas (por ejemplo, aquella que recibe un paciente de dos a veinte, o por
ejemplo, seis dosis de anticuerpo aproximadamente). Puede administrarse una
dosis de carga mas alta inicial, seguida de una o mas dosis mas bajas. Sin
embargo, otros regimenes de dosis pueden ser (tiles. El progreso de esta terapia

se monitorea facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.
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Se entiende que cualquiera de las formulaciones o métodos terapéuticos
anteriores puede llevarse a cabo utilizando un inmunoconjugado de la invencién y

un anticuerpo anti-mesotelina.

Articulos de Produccion

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un articulo de produccion
que contiene materiales Utiles para el tratamiento, prevencion y/o diagnéstico de
los desordenes descriptos anteriormente. El articulo de produccién comprende un
contenedor y una etiqueta o un prospecto en el contenedor o asociado con el
mismo. Los contenedores idéneos incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas,
bolsas de solucién 1V, etc. Los contenedores se pueden formar a partir de una
variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El contenedor posee una
composicion que es efectiva por si misma, o combinada con otra composicion(es)
para el tratamiento, prevencion y/o diagnédstico del trastorno y pueden tener un
puerto de acceso estéril (por ejemplo, el contenedor puede ser una bolsa de
solucion intravenosa o un vial que tiene un tapdn perforable mediante una aguja
de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicién es un
anticuerpo o inmunoconjugado de la invencion. La etiqueta o prospecto indica
que la composicién se utiliza para tratar la afeccién especifica. Aun mas, el
articulo de produccién puede comprender (a) un primer contenedor con una
composicién contenida en el mismo, en donde la composicion comprende un
anticuerpo o inmunoconjugado de la invencién; y (b) un segundo contenedor con
una composicion contenida en el mismo, en donde la composicion comprende
ademas otro agente citotdxido o de otro modo agente terapéutico. El articulo de
produccion en la presente realizacion de la invencion puede también comprender
un prospecto que indica las composiciones que se pueden utilizar para tratar una
afeccion particular. En forma alternativa, o adicional, el articulo de produccion
puede también comprender un segundo (o tercer) contenedor que comprende un
buffer farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para
inyecciones (BWFI, por sus siglas en inglés), solucién salina regulada con fosfato,
solucién Ringer o solucion de dextrosa. También puede incluir otros materiales
que pueden ser convenientes para el comerciante y el usuario, con la inclusiéon de

buffers, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.
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Deposito de Material Bioldgico

El siguiente material biolégico ha sido depositado con la Coleccion de
Cultivos Tipo Americana (American Type Culture Collection, 10801 University
Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA (ATCC):

Designacion de Hibridoma ATCCN.° Fecha de Depoésito
MPF:3542 (19C3.1.2) PTA-11464 9 de noviembre de 2010

El hibridoma depositado anteriormente mencionado produce el anticuerpo
19C3 mencionado en la presente.

El depoésito se ha realizado de conformidad con las condiciones del Tratado
de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de
Microorganismos a los Fines del procedimiento de Patentes y las Disposiciones en
el mismo (Tratado de Budapest). Esto asegura el mantenimiento de un cultivo
viable del depésito durante 30 afios desde la fecha de depésito y durante al menos
(5) afios luego de la solicitud mas reciente para presentar una muestra del
deposito. El depo6sito estara disponible en la ATCC en virtud de los términos del
Tratado de Budapest, y con sujecion a un acuerdo entre Genentech, Inc., y la
ATCC, que asegura que todas las restricciones impuestas por el depositante sobre
la disponibilidad al publico del material depositado seran irrevocablemente
eliminadas al momento de la concesién de la patente de los Estados Unidos
correspondiente, asegura la disponibilidad permanente y no restringida de la
progenie del cultivo del depésito al publico al momento de la emision de la patente
de los Estados Unidos correspondiente o al momento de presentar al publico de
cualquier solicitud de patente extranjera o de los Estados unidos, cualquiera surja
primero, y asegura la disponibilidad de la progenie a una determinada por el
Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados Unidos con derecho a la
misma de acuerdo con 35 U.S.C. § 122 y las regulaciones del Comisionado de
acuerdo con la misma (con inclusién de 37 C.F.R. § 1.14 con particular referencia
a 886 OG 638).

EJEMPLOS

Los siguientes son ejemplos de los métodos y composiciones de la

invencion. Se entiende que se pueden practicar varias otras realizaciones, dada

la descripcion general provista con anterioridad.
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Expresiéon Génica de Mesotelina Humana

La expresion génica de mesotelina human se analizé utilizando una base de
datos adecuada que contiene la informacion de expresién génica (GeneExpress®,
Gene Logic Inc., Gaithersburg, MD). El analisis grafico de la base de datos de
GeneExpress® se realizé utilizando un visor de perfil de micromatrices. La Figura
2 es una representacion grafica de la expresion génica de mesotelina huma en
varios tejidos, que se enumeran a la izquierda. La escala a lo largo de la parte
superior del grafico indica los niveles de expresién génica en base a la intensidad
de sefal de hibridacion. Lo puntos aparecen ambos arriba y debajo de la linea
adyacente a cada tejido enumerado. Los puntos que aparecen sobre la linea
representan la expresion génica en el tejido normal, y los puntos que aparecen
debajo de la linea representan la expresion génica en un tumor y tejido enfermo.
La Figura 2 muestra mayor expresion génica de mesotelina en cieros tejidos de
tumor o enfermos relativos a sus contrapartes normales. En particular, la
mesotelina muestra una sobreexpresion sustancial en tumores de ovarios,
pancreaticos, endometriales y de pulmén, con inclusién de adenocarcinomas y
mesoteliomas. La expresion de mesotelina humana esta esencialmente ausente
en tejidos normales excepto para el mesotelio normal (peritoneo, pericardio y
pleura).

Generacion de Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales contra la mesotelina humana se generaron
utilizando los siguientes procedimientos. Ya sea MPF:mesotelina humana
(aminoacidos 34-580 de SEQ ID N.°:42) o mesotelina humana (SEQ 1D N.°:43,
correspondiente a los aminoacidos 296-580 de SEQ ID N.42), cada una
fusionada a una terminal N unizima His (HQ)-marcador, se expres6é en E.Coli
58F3 y purificé en una columna Ni-NTA (Qiagen), seguida de la filtracién por gel
en una columna Superdex 200 en 20mM MES pH 6,0, 6M GdnHCI como se
describié previamente (Kirchhofer et al., 2003) y dialisis en 1mM HCI para el
almacenamiento a —-80°C.

Cinco ratones Balb/c (Charles River Laboratories, Hollister, CA) se
hiperinmunizaron seis veces con una mezcla 2 Mg de do antigenos en adyuvante
Ribi (Ribi Inmunochem Research, Inc., Hamilton, MO).

Los dos mejores ratones se eligieron en base a titulaciones e anticuerpo de
alta afinidad dirigidas por ELISA y sus células B se agruparon y fusionaron con
células de mieloma de raton (X63.Ag8.653; Coleccion de Cultivos Tipo Americana,
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Manassas, VA) usando un protocolo andlogo a uno previamente descripto
(Koehler and Milstein, 1975; Hongo et al., 1995). Luego de 10-12 dias , los
supernatantes se cosecharon e hibridomas y se clasificaron para su unién a
ambos antigenos (en forma separada) por ELISA directo. A lo fines de verificar el
reconocimiento de mesotelina expresada en superficie celular glicosilada
adecuadamente plegada, los supernatantes positivos para ELISA se clasificaron
mas mediante FACS en células SVT2 transfectadas con gD-mesotelina (gD es un
marcado de epitopo terminal N utilizado como un control positivo con anticuerpos
anti-gD ). Los hibridomas positivos se sibclonaron dos veces mediante la dilucion
limitante y once se aumentaron en escala y los anticuerpos purificados mediante
cromatografia de proteina A.

La Figura 3 muestra los anticuerpos monoclonales aislados, junto on ciertas

propiedades a ser descriptas en mas detalle a continuacion.

Humanizacion de 7D9 y 22A10

Los anticuerpos monoclonales 7D9 y 22A10 se humanizaron tal como se
describe a continuacién. Los nimeros de residuos son de acuerdo a Kabat et al.,
Sequences of proteins of immunological interest, 5ta Ed., Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991).

Humanizacién de 7D9

Clonacién de los dominios variables de 7D9 murino

El ARN total se extrajo de las células del hibridoma lo cual produjo 7D9
murino mediante la utilizacién de métodos estandar. Los dominios variables
livianos (VL) y variables pesados (VH) se amplificaron mediante la utilizacién de
RT-PCR con cebadores de degeneracion a las cadenas pesadas vy livianas. Los
cebadores directos fueron especificos para la secuencia de aminoacidos de
terminal N de las regiones de VL y VH. Respectivamente, los cebadores indirectos
de la LC y HC se disefiaron para hibridar una regién en el dominio constante
liviano (CL) y el dominio constante pesado 1 (CH1), los cuales se conservan
altamente a lo largo de las especies. La secuencia de polinucleétidos de las
inserciones se determiné mediante la utilizacién de métodos de secuenciacion de
rutina. Las secuencias de aminoacidos de VL y VH de 7D9 se muestran en las
Figuras 4 y 5, respectivamente.

Injertos de la regién hipervariable directa en el marco de consenso humano
aceptante
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Las variantes creadas durante la humanizacién de 7D9 se evaluaron en la
forma de una IgG. Los dominios de VL y VH del murino 7D9 se alinearon con las
secuencias de consenso del kappa | (VLg) humano de VL y el subgrupo Ill (VHy)
humano de VH. Las regiones hipervariables del anticuerpo murino 7D9 (mu7D9)
se disefiaron en marcos aceptantes de VLg y VHata para generar 7D9.v1. El
marco de VH aceptante VHara, difiere de VHy en 3 posiciones: R71A, N73T, y
L78A (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285 (1992)). Del domino VL
mu7D9, las posiciones 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) se injertaron en VLl
Del el dominio VH mu7D9, las posiciones 26-35 (H1), 49-65 (H2) y 95-102 (H3)
se injertaron en VHara (Figuras 1 y 2). Estas definiciones de CDR incluyén las
posiciones definidas por la hipervariabilidad de su secuencia (Wu, T. T. & Kabat,
E. A. (1970)), su ubicacién estructural (Chothia, C. & Lesk, A. M. (1987)) y su
implicacion en los contactos de antigeno—anticuerpo (MacCallum et al. J. Mol. Biol.
262: 732-745 (1996)).

El injerto directo, 7D9.v1, se generé mediante la mutagénesis de Kunkel
mediante la utilizacion de un oligonuclétido separado para cada regidn
hipervariable. Se afadieron tres oligonucleétidos fosforilados para la cadena
pesada o la cadena liviana a una plantilla de 571 ng Kunkel en 50 mM Tris pH 7,5,
10 mM MgCl; en un volumen final de 40 pl. La mezcla se hibridé a 90 °C durante 2
min, 50 °C durante 5 min y luego se enfrio en hielo. Luego se llend una plantilla de
10 pl hibridada mediante la adicion de 0,5 pl 100 mM ATP, 0,5 pl 25 mM dNTPs
(25 mM cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 1 pi 100 mM DTT, 1 pl 10X TM
buffer (0,5 M Tris pH 7,5, 0,1 M MgCl,), 80 U T4 ligasa, y 4 U T7 polimerasa en un
volumen total de 13,6 pl durante 2 horas a temperatura ambiente. 10 Ml del
producto ligado y con el que se rellené luego se transformé en células azules XL1
(Stratagene). Los clones correctos se identificaron mediante el secuenciamiento
de ADN y se expresaron como una IgG.

Evaluacion de variantes

Las variantes de 7D9 se expresaron como IgG mediante la transfeccion
transitoria de CHO. IgG se purificaron con cromatografia por afinidad de la
proteina G. La afinidad de cada variante 7D9 IgG para la mesotelina humana se
determin6 mediante la resonancia de plasmones de superficie mediante la
utilizacién de un BlAcoreTM-2000. Se inmovilizaron Chips CM5 de grado de
investigacion Biacore con aproximadamente 110 RU de mesotelina humana

recombinante derivada de E. coli mediante la utilizacion del kit de acoplamiento de
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amina de Biacore. Se inyectaron diluciones dobles en serie de cada variante de
7D9 (0,488 a 1000 nM en PBS con 0,05% Tween 20) a una tasa de velocidad de
30 pl/min. Cada muestra se analizé con una asociacion de 5 minutos y disociacion
de 3,5 minutos. Luego de cada inyeccion se regenerd el chip mediante la
utilizacién de 10 mM Glicina pH 1,7. La respuesta de unién se corrigié mediante la
sustraccion de RU de un flujo celular con una IgG irrelevante inmovilizada a una
densidad similar. Se utilizé un modelo 1:1 Languir de ajuste simultaneo de k., and

Kot para el analisis de cinética.

Resultados

El marco aceptante humano utilizado para la humanizacion de 7D9 se basa
en el consenso | kappa VL humano (VL) y el marco VH aceptante VHara, que
difiere del consenso Il del subgrupo VH humano (VHy) en 3 posiciones: R71A,
N73T, y L78A (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285 (1992)). Los
dominios VL y VH del murino 7D9 se alinearon con los dominios VLy y VHy
humanos; las regiones hipervariables se identificaron y se injertaron en el marco
aceptante humano para generar 7D9.v1 (Figuras 4 y 5). Como una IgG, la afinidad
de 7D9.v1 se reduce ~2 veces en relacion a mu7D9 (formateado como un 7D9
quimérico) tal como se evalla mediante Biacore (Figure 6).

Para mejorar la afinidad de unién de 7D9.v1, las posiciones 36 y 87 en la
cadena liviana y las posiciones de 48, 67, 69, 71, 73, 75, 76, 78 y 80 en la cadena
pesada se cambiaron a residuos encontrados en estas posiciones en mu7D9. Las
combinaciones de estas cadenas livianas y pesadas alteradas con cadenas de
7D9.v1 se transfectaron en CHO, expresados como IgG y purificados, y evaluados
para la union a la mesotelina humana mediante Biacore (Figure 6).

Las variantes 7D9.v2 y 7D9.v3, las cuales contienen la cadena liviana
alterada, tenian una afinidad comparable al 7D9 quimérico. La variante 7D9.v3
difiere de 7D9.v1 en 2 posiciones en la cadena liviana. Ninguno de los cambios
solo fue suficiente para mejorar la unién comparable a aquella de mu7D9 (Figura
6).

Resumen de los cambios para el 7D9.v3 humanizado: Las 6 CDRs del
murino 7D9 (definido como las posiciones 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3),
26-35 (H1), 49-65 (H2) y 93-102 (H3)) se injertaron en los dominios aceptantes
VLki y VHara del consenso humano. Dos residuos de marco adicionales, 36 y 87
de la cadena liviana se cambiaron a residuos de murino, lo cual condujo a 7D9.v3
con una afinidad comparable a mu7D9.
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Humanizacion de 22A10

Clonacién de los dominios variables del murino 22A10

Se extrajo el ARN total de las células del hibridoma lo cual produjo murino
22A10 mediante la utilizacién de métodos estandar. Los dominios livianos
variables (VL) y pesados variables (VH) se amplificaron mediante la utilizacion de
RT-PCR con cebadores de degeneracion a la cadena pesada (HC) y cadena
liviana (LC). Los cebadores directos fueron especificos para la secuencia de
aminoacidos de terminal N de las regiones VL y VH. Respectivamente, los
cebadores indirectos de LC y HC se disefaron para hibridar una region en el
dominio liviano constante (CL) y el dominio 1 pesado constante (CH1), los cuales
se conservan altamente a lo largo de las especies. La secuencia de
polinucledtidos de los injertos se determind mediante la utilizacion de métodos de
secuenciamiento de rutina. Las secuencias de aminoacidos VL y VH 22A10 se

muestran en las Figuras 7 y 8, respectivamente.

Injertos de |a regién hipervariable directa en el marco de consenso humano

aceptante
Las variantes creadas durante la humanizacién de 22A10 se evaluaron en

la forma de una IgG o se exhibieron en forma monovalente como Fab en fagos.
Este fagémido utilizado para este trabajo era un vector de muestra Fab—g3
monovalente, que consta de dos marcos de lectura abiertos bajo el control de un
unico promotor phoA. El primer marco de lectura abierto consta de la secuencia de
sefial stll fusionada a los dominios VL y CH1 de la cadena liviana aceptante, y el
segundo consta de la secuencia de sefial stll fusionada a los dominios VH y CHA1
de la cadena pesada aceptante seguido de la proteina cobertora de fago menor
P3.

Los dominios VL y VH del murino 22A10 se alinearon con las secuencias de
consenso de kappa | (VLg) VL humano y el subgrupo Il (VHy) VH humano. Las
regiones hipervariables del anticuerpo murino 22A10 (mu22A10) se disefiaron en
marcos aceptantes VLg y VH,, para generar el injerto 22A10. Del dominio VL de
mu22A10, las posiciones 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) se injertaron en
VL. Del dominio VH de mu22A10, las posiciones 26-35 (H1), 49-65 (H2) y 95-
102 (H3) se injertaron en VHy, (Figuras 7 y 8). Estas definiciones de CDR incluyen -
posiciones definidas por la hipervariabilidad de su secuencia (Wu, T. T. & Kabat,
E. A. (1970)), su ubicacion estructural (Chothia, C. & Lesk, A. M. (1987)) y su
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implicacion en contactos antigeno—anticuerpo (MacCallum et al. J. Mol. Biol. 262:
732-745 (1996)).

El injerto 22A10 se generé mediante la mutagénesis de Kunkel mediante la
utilizacion de un oligonucleétido separado para cada regidon hipervariable. Se
afiadieron tres oligonucleétidos fosforilados para la cadena pesada o la cadena
liviana a una plantilla 571 ng Kunkel en 50 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCi2 en un
volumen final de 40 pl. La mezcla se hibridé a 90°C durante 2 min, 50°C durante 5
min y luego se enfrié sobre hielo. Una plantilla de10 pl hibridada luego se llend
mediante la adicién de 0,5 pyl 100 mM ATP, 0,5 ul 25 mM dNTPs (25 mM cada uno
de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 1 pl 100 mM DTT, 1 ul 10X TM buffer (0,5 M Tris
pH 7,5, 0,1 M MgClI2), 80 U T4 ligasa, y 4 U T7 polimerasa en un volumen total de
13,6 ul durante 2 horas a temperatura ambiente. 10 ul del producto ligado y con el
que se rellend luego se transformé en células azules XL1 (Stratagene). Los clones
correctos se identificaron mediante el secuenciamiento de ADN y se expresaron
como una IgG.

Aleatorizacién suave de las regiones hipervariables

El injerto 22A10 se madur6é por afinidad mediante una estrategia de
aleatorizacion suave. La diversidad de secuencia se introdujo por separado en
cada region hipervariable de modo que se mantuvo una tendencia hacia la
secuencia de la region hipervariable del murino mediante la utilizacion de una
estrategia de sintesis de oligonucleétidos envenenados (Gallop et al., J Med Chem
37:1233-51 (1994)). Para cada posicién diversificada, el codén que codifica el
aminoacido de tipo salvaje se envenena con una mezcla 70-10-10-10 de
nucleétidos que resulta en una tasa promedio de mutacién del 50 por ciento en
cada posicion. La diversidad de secuencia se introdujo en las regiones
hipervariables del injerto 22A10 mediante la mutagénesis de Kunkel para generar
seis bibliotecas de fagos aleatorizadas suaves que se ordenaron por separado. Se
crearon seis bibliotecas y cada una constaba de una regién Unica hipervariable
aleatorizada suave.

Generacién de bibliotecas de fagos

Los oligonucledtidos disefiados para introducir diversidad en cada region
hipervariable se fosforilaron por separado en reacciones de 20 pl que contenian
660 ng de oligonucledtido, 50 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCl, 1 mM ATP, 20 mM
DTT, y quinasa de polinucle6tido 5 U durante 1 h a 37°C.
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Para cada biblioteca, se afiadid 2 ul de oligonucleétido fosforilado a una
plantilla 300 ng de Kunkel en 50 mM Tris pH 7.5, 10 mM MgCl, en un volumen
final de 10 yl. La mezcla se hibrido a 90 °C durante 2 min, 50 °C durante 5 min y
luego se enfrid sobre hielo. La plantilla hibridada luego se llené mediante la
adicion de 0,5 yl 10 mM ATP, 0,5 pl 10 mM dNTPs (10 mM cada uno de dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 1 pl 100 mM DTT, 1 pl 10X TM buffer (0,5 M Tris pH 7.5,
0,1 M MgCly), 80 U T4 ligasa, y 4 U T7 polimerasa en un volumen total de 20 pl
durante 2 horas a temperatura ambiente. Estos productos ligados y con los cuales
se rellend fueron cada uno transformados en células azules XL1, se cultivaron en
0,5 ml de 2YT con 5 ug/ml de tetraciclina y el fago de ayuda M13/KO7 (MOI 10)
durante 2 hr a 37 °C y luego se agruparon y transfirieron a 500 ml 2YT con 50
Mg/ml carbenacilin y se cultivaron 16 h a 37 °C.

Selecciones de Fagos

Para las selecciones de fagos de fase sélida, se inmovilizo mesotelina
humana derivada de 293 o de mono cynomolgus en 50 mM de bicarbonato de
sodio pH 9.6 en placas de microtitulacion MaxiSorp (Nunc, Rochester, NY) durante
la noche a 4°C. Las placas se bloquearon durante al menos 1 hora mediante la
utilizacion de Casein Blocker (Pierce, Rockford, IL).

Los fagos se extrajeron del sobrenadante del cultivo y se suspendieron en
PBS con 5 % de leche en polvo y 0,05 % de Tween 20 (PBSBT). Luego de la
adicion de la biblioteca de fagos y una incubacién de 1 hora, se lavaron los
pocillos de microtitulaciéon en forma extensa con PBS con 0,05 % de Tween 20
(PBST) y los fagos unidos se eluyeron mediante la incubacion de los pocillos con
20 mM HCI, 500 mM KCI durante 30 minutos. Los fagos que se eluyeron se
neutralizaron con 1 M Tris, pH 8 y se amplificaron mediante la utilizacién de
células azules XL1 y el fago de ayuda M13/KO7 y se cultivaron durante la noche a
37 °C en 2YT, 50 ug/ml carbencilin. Las titulaciones de los fagos que se eluyeron
de un pocillo que contenia el blanco se compararon con las titulaciones de los
fagos que se recuperaron de un ‘pociIIo que no contenia el blanco para evaluar el
enriquecimiento.

Para las selecciones de fagos de la fase de solucion, se afiadid mesotelina
humana derivada de 293 biotinilada o de mono cynomolgus biotinilada a fagos
suspendidos en PBS con 5% de leche en polvo y 0,05 % de Tween 20 (PBSBT).
Luego de la incubacién, los fagos unidos a la mesotelina biotinilada se capturaron

en una placa de microtitulacion recubierta con estreptavidina durante 5 minutos.
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Los pocillos de microtitulacion se lavaron en forma extensa con PBS con 0,05 %
de Tween 20 (PBST) y los fagos unidos se eluyeron mediante la incubacién de los
pocillos con 20 mM HCI, 500 mM KCI durante 30 minutos. Los fagos que se
eluyeron se neutralizaron con 1 M Tris, pH 8 y se amplificaron mediante la
utilizacién de células azules XL1 y el fago de ayuda M13/KO7 y se cultivaron
durante la noche a 37 °C en 2YT, 50 pg/mi carbencilin. Las titulaciones de los
fagos que se eluyeron de los pocillos que contenian el blanco se compararon con
las titulaciones de los fagos recuperados de un pocillo que no contenia el blanco
para evaluar el enriquecimiento.

Para las selecciones de fagos de la fase de solucién, el rigor de la seleccién
se aumento en forma gradual mediante la captura de fagos que se unieron a
concentraciones decrecientes de mesotelina biotinilada en la solucién seguido de
la captura en neutravin durante 10 minutos (seleccion por tasa de asociacién) y
mediante el aumento del tiempo de lavado y la temperatura para permitir que los
fagos de unién débiles se retiren (seleccion por tasa de disociacién) (Fuh et al., J.
Mol. Biol. 340:1073-1093 (2004)).

Produccion de IgG

A los fines de la seleccién, se produjeron en forma inicial variantes de 1gG
en celulas 293. Los vectores que codificaban a VL y VH (25 pg) se transfectaron
en células 293 mediante la utilizacion del sistema FUGENE (Roche, Basel,
Switzerland). 500 pl de FuGene se mezclaron con 4,5 ml de medios DMEM sin
FBS y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Cada cadena (25
Mg) se afadié a esta mezcla y se incubd a temperatura ambiente durante 20
minutos y luego se transfirid a cinco matraces T-150 para la transfeccion durante
la noche a 37 °C en 5% de CO,. Al dia siguiente, los medios que contenian la
mezcla de transfeccion se extrajeron y se reemplazaron con 23 ml de medios
PS04 con 0,1 ml/L elementos de rastro (A0934) y 10 mg/L insulina (A0940). Las
células se incubaron durante 5 dias adicionales luego de los cuales los medios se
extrajeron a 1000 rpm durante 5 minutos y se esterilizaron por filtracion mediante
la utilizacion de un filtro de baja unién a las proteinas de 0,22 ym. Las muestras
pudieron almacenarse a 4°C luego de la adicion de 2,5 ml 0,1% de PMSF por
cada 125 ml de medios. IgG se purifico con cromatografia por afinidad de la
proteina G.

Determinaciones de afinidad
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La afinidad de las variantes de 22A10 IgG para la mesotelina humana o de
mono cynomolgus se determiné mediante la resonancia de plasmones de
superficie mediante la utilizacion de un BlIAcoreTM-2000. Se inmovilizaron chips
CM5 de grado de investigacién Biacore con aproximadamente 110 RU de
mesotelina humana recombinante derivada de E. coli o de mono cynomolgus
mediante la utilizaciéon del kit de acoplamiento de amina de Biacore. Diluciones
dobles en serie de cada variante de 22A10 (0,488 a 1000 nM en PBS con 0,05%
de Tween 20) se inyectaron a una tasa de velocidad de 30 pl/min. Cada muestra
se analizd con asociacion de 5 minutos y disociacion de 3,5 minutos. Luego de
cada inyeccién, el chip se regener6 mediante la utilizacién de 10 mM Glicina pH
1.7. La respuesta de unién se corrigié6 mediante la sustraccién de RU de una
célula de flujo con una IgG irrelevante inmovilizada a una densidad similar. Se
utilizé un modelo 1:1 Languir de ajuste simultaneo de ko, Y ko para el analisis de
cinética.

Resultados

El marco aceptante humano utilizado para la humanizacién de 22A10 se
basé en el dominio VL kappa | humano de consenso y el domino VH del subgrupo
humano de consenso. Los dominios VL y VH de mu22A10 se alinearon con los
dominios del kappa | humano y del subgrupo IlI; cada regién determinante de la
complementariedad (CDR) se identifico e injertdé en el marco aceptante humano
para generar un injerto de CDR que pudiera expresarse como una IgG o exhibirse
como un Fab en fagos (Figuras 7 y 8).

Se generaron seis bibliotecas de aleatorizacion suave en las que se
introdujo la diversidad en forma separada en cada CDR del injerto de la CDR de
22A10. Las bibliotecas se sometieron a adsorcién contra la mesotelina humana o
de mono cynomolgus (derivada de células 293, con el objetivo de mejorar la unién
a formas glicosiladas de mesotelina de mono cynomolgus o de humano) mediante
la utilizacion de estrategias de clasificacion de solucién y de fase solida. El método
de clasificaciéon de la solucién permite seleccionar clones de alta afinidad a través
de la manipulacién del tiempo de la concentracion biotinilada blanco y de la
captura de fagos mientras que la adicion de blanco no etiquetado puede utilizarse
para eliminar clones con tasas de disociacion mas rapidas (Fuh et al. J. Mol. Biol.
340:1073-1093 (2004)). Los clones de la Ultima ronda para cada biblioteca se
seleccionaron para el andlisis de la secuencia de ADN y revelaron cambios en la
secuencia dirigidos a cada CDR excepto CDR-L2 y CDR-H2, lo cual sugiere
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muchas variaciones posibles para mejorar la unién al antigeno. Varios clones
seleccionados de la mesotelina humana o de mono cynomolgus tenian cambios
en CDR-H3, y el mas abundante con un cambio de tirosina a isoleucina en la
posicion 99. Esta variante, junto con varias otras, se expres6é como una IgG y se
caracterizd por unirse a la mesotelina mediante Biacore y mediante el analisis de
Scatchard (Figura 9A). Varios clones excedieron la afinidad del injerto de 22A10.

Las variantes 22A10 humanizadas se utilizaron para inmunoprecipitar Ia
mesotelina de una linea celular que expresa mesotelina en forma estable. Las
células BJAB que expresaron en forma estable mesotelina etiquetada con gD de
diferentes especies se inmunoprecipitaron con las variantes 22A10 humanizadas,
tal como se muestra en la Figura 9B (Gr, injerto; v1 (1), v17 (17) y v83 (83)) o el
control negativo de h7D9.v3, h5B6 anti-gD o higG para la comparacién. Los
inmonoprecipitados se lavaron y se sometieron al método Western blot con
anticuerpos anti-gD de murino para detectar gD-mesotelina. h2210.v83 fue la
mejor de las variantes de h22A10 en su habilidad de inmunoprecipitar las tres
especies de mesotelina (mono cynomolgus, blot superior; humano, blot medio; y
rata, blot inferior). La senda mas a la derecha muestra 20% de lisato de entrada
(sin inmunoprecipitacion) para la comparacién de los niveles de expresion totales.
Los marcadores de peso molecular (kDa) se indican a la izquierda.

_ Resumen de los cambios para el 22A10.v83 humanizado: Comenzamos
por un injerto de las seis CDRs de murino 22A10 CDRs (definidas como las
posiciones 24-34 (L1), 50-56 (L2), 89-97 (L3), 26-35 (H1), 49-65 (H2) y 95-102
(H3)) en el VL de Kappa | de consenso humano y el VH del subgrupo ll, y se
utilizé la aleatorizacién suave de CDR para identificar un cambio en CDR H3
(Y991) que mejoraba la unién a la mesotelina humana y de mono cynomolgus.
22A10.v83 mostré una unidon de afinidad alta y también mostré la habilidad de
reconocer mas sitios de union, relativos a las otras variantes humanizadas.

A lo largo de esta aplicacion, se hace referencia a los anticuerpos
monoclonales de ratén 7D9 y 22A10 en la alternativa como 7D9, m7D9 o mu7D9;
y 22A10, m22A10 o mu22A10, respectivamente. Se hace referencia a los
anticuerpos monoclonales humanizados 7D9.v3 y 22A10.v83 en la alternativa
como 7D9.v3, h7D9.v3 o hu7D9.v3; y 22A10.v83, h22A10.v83 o hu22A10.v83,

respectivamente, a menos que se indique de otro modo.

Reactividad cruzada de especies
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Se examinaron los anticuerpos monoclonales a fin de determinar si
reaccionan en forma cruzada con la mesotelina de especies distintas a la humana.
La Figura 11 muestra la homologia de secuencias entre la mesotelina humana
(SEQ ID N.°:43), del mono cynomolgus (SEQ ID N.°:46), de rata (SEQ ID N.%:47) y
ratobn (SEQ ID N.°:48). Los residuos sombreados son idénticos entre al menos
dos especies. Los residuos no sombreados difieren entre al menos dos de las
cuatro especies. La Figura 12 muestra los resultados del analisis FACS de las
celulas 293 transfectadas en forma estable con mesotelina etiquetada con epitopo
gD (mesotelina humana, de cino, rata o raton); tefiidas con 10 ug/ml h7D9.v3,
h22A10.v83 o anti-gD h5B6; y detectadas con el anticuerpo anti-humano Alexa
647. Las células 293 no transfectadas no expresan normalmente la mesotelina
("WT").  h7D9.v3 es especifico para la mesotelina humana, mientras que
h22A10.v83 se une a la mesotelina humana, de cino y de rata, pero no a la
mesotelina de ratdn. La tincién anti~gD verificd que efectivamente la mesotelina
de raton se expreso.

Afinidades del Anticuerpo

A fin de determinar las afinidades de union relativa de h7D9.v3 y
h22A10.v83, se llevé a cabo el andlisis de Scatchard mediante el seguimiento de
procedimientos estandar (Holmes et al., Science 256:1205-1210 (1992)),
brevemente por medio de la incubacion de las células desprendidas con h7D9.v3

etiquetado con [I'®

] 0 h22A10.v83 durante 2 horas a temperatura ambiente en
presencia de concentraciones crecientes del anticuerpo no etiquetado, y el lavado
y cuantificacién de la radioactividad unida a las células mediante el conteo por
cintilacion. Los datos se analizaron con ajuste de curvas por regresion no lineal en
el programa New Ligand (Genentech, Inc., South San Francisco, CA) para estimar
los valores Kd (Munson et al., Anal. Biochem., 107 220-239 (1980)).

Tal como se muestra en la Figura 13, h7D9.v3 se unid a la mesotelina
humana etiquetada con gD expresada en las lineas celulares 293 transfectadas en
forma estable, BJAB y HT1080 (las cuales no expresan mesotelina endogena) con
afinidades de 0,2, 0,25 y 0,97 nM, respectivamente. Estos valores Kd abarcan el
rango observado para la mesotelina endégena en cuatro lineas celulares
pancreaticas y dos lineas celulares ovaricas (0,41-1 nM). Las afinidades
h22A10.v83 para la mesotelina humana expresada en las mismas lineas celulares
estables fueron 2,7, 1,8 y 6,2 nM respectivamente, de acuerdo con su afinidad

para la mesotelina humana enddgena (~9-10 nM). h22A10.v83 se uni6 a la
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mesotelina de rata expresada en las células 293 transfectadas en forma estable y
las celulas BJAB con afinidades de 7,3 nM y 2,7 nM, respectivamente, que se
encuentra en linea con el Kd de 6,2 nM que se observoé para la mesotelina de rata
endégena en una linea celular pleural normal, 4/4-RM4 (Aronson et al., InVitro 17:
61-70 (1981)).

Grupos de Epitopos

A fin de determinar si 7D9 y 22A10 comparten el mismo epitopo como
otros anticuerpos anti-mesotelina que se listan en la Figura 3, se llevd a cabo el
mapeo de epitopos de los anticuerpos monoclonales, mediante un ELISA estandar
de bloqueo cruzado. Se cubrieron noventa y seis placas Nunc Immunosorp (Nalge
Nunc, USA) durante la noche a 4°C con 100 ulL de 1 pg/mL dominio extracelular
de mesotelina humana en buffer de cobertura (50 mM carbonato de sodio, pH 9.5).
Todos los pasos siguientes se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Luego de
lavar tres veces en 200 uL buffer de lavado (PBS con 0,05% de Tween 20,
pH 7.4), las placas se bloquearon con buffer de ELISA (PBS con 0,5% de
albumina de suero bovino (BSA) y 0,05% de Tween 20, pH7.4) durante
60 minutos. Los anticuerpos monoclonales 7D9 o 22A10 de murino luego se
anadieron a 20 pg/mL en buffer de ELISA durante 2 horas (100 uL por pocillo).
Sin lavar, también se afadieron versiones biotiniladas de todos los anticuerpos
anti-mesotelina de prueba (100 uL de 2 ug/mL) a una concentracion final de
1 pg/mL durante 30 minutos. Luego de lavar tres veces en 200 L de buffer de
lavado, se detect6 toda unién de anticuerpos biotinilados mediante la adicidén de
estreptavidina—peroxidasa de rabano picante (HRP) (Zymed; Carisbad, CA) a una
diluciéon de 1:5000 durante 30 minutos. Luego de tres lavados al igual que con
anterioridad, se afiadi6 100 puL de sustrato cromogénico de 3,3',55—
tetrametilbenzidina (TMB) (BioFX Laboratories; Owings Mills, MD) durante
5 minutos. La reaccion cromogénica se terminé mediante la adicién de 100 ulL de
reactivo de detencion (BioFX Laboratories), y la absorbancia se leyé a 620 nm en
un Ultramicroplate Reader (Biotek Instruments; Winooski, VT). La extensién
maxima de la unién posible de cada uno de los anticuerpos biotinilados se
determiné en paralelo por medio de su incubacién con mesotelina en ausencia de
los anticuerpos 7D9 y 22A10 no biotinilados.

Los resultados se muestran en la Figura 14. Una sefial por parte de

cualquiera de los nueve anticuerpos anti-mesotelina biotinilados (*) indica la falta
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de competencia para el primer anticuerpo (la union maxima por parte de cada
anticuerpo biotinilado en ausencia del primer anticuerpo para la comparacién se
muestra en el grupo de la derecha). 7D9 (al cual se hace referencia como 7D9.5.2
en la Figura 14) es el Unico anticuerpo que no puede unirse cuando 7D9 esta
presente (es decir, compite con si mismo, segunda barra desde la izquierda),
mientras que 22A10 (al cual se hace referencia como 22A10.1.2 en la Figura 14)
se une normalmente (barra negra en el grupo izquierdo). A la inversa, cuando
22A10 esta pre unido, 22A10 no puede unirse (lltima barra del grupo del medio)
mientras que 7D9 y los otros anticuerpos pueden. Por lo tanto, no solo que 7D9 y
22A10 no compiten entre si, sino que cada uno une un epitopo distinto de los otros
siete anticuerpos. 7D9 compitid con si mismo, pero no con otro anticuerpo
(comparar cada barra a la sefial maxima para cada anticuerpo que se une a la
mesotelina en la placa en ausencia del anticuerpo 7D9 o 22A10 de cobertura de
ELISA). En forma similar, 22A10 solo compitid con si mismo y no con otros
anticuerpos, con la inclusién de 7D9. Por lo tanto, 7D9 y 22A10 poseen distintos

epitopos en relacién a cada uno y a los otros anticuerpos monoclonales aislados.

Mapeo de Epitopos Mediante la Utilizacion de Quimeras de Mesotelina
Humana:Ratén y Cyno:Humana y Analisis Mutacional

Se llevaron a cabo experimentos de mapeo de péptidos tripticos en los que
h7D9.v3 estaba unido a mesotelina humana inmovilizada, que luego se incub6 con
tripsina, y los péptidos restantes protegidos por el anticuerpo se eluyeron y se
identificaron mediante espectrometria de masas. Aquellos experimentos
involucraron los aminoacidos 133-183 de SEQ ID N.°:43 como el sitio de unién de
h7D9.v3. Para confirmar esta region, aprovechamos que 7D9 reaccionaba con
mesotelina humana (constructo #387 que se muestra en la Figura 15), pero no de
ratén (constructo #385) o cino (constructo #383) para generar quimeras, que
pronosticamos que deberian replicarse mejor que los mutantes de truncamiento.
Construimos quimeras de mesotelina humano:raton (#398 y #399) mediante un
sitio Mfel silencioso (que codifique QL) en el aminoacido 131 y un sitio Bglll
silencioso (que codifique DL) en el aminoacido 213 para introducir secuencias
humanas en el constructo de raton. En forma adicional, se creé un cosntructo de
cino (#400) en el cual los aminoacidos 131-178 se reemplazaron por aquellos de
la mesotelina humana mediante sitios Mfel. Cada constructo tenia una etiqueta gD
del terminal N (no se muestra) para verificar la expresion.
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Los constructos de mesotelina aferrados a GPI, etiquetados con gD que se
muestran en la Figura 15 se expresaron en forma transitoria en las células 293 y
se tifieron con 0,02 ug/ml murino 7D9, 1 pg/ml murino 22A10, o 1 pg/ml etiqueta
anti-gD (para normalizar los niveles de expresion diferenciales). Luego de la
deteccion con el anticuerpo anti-raton Alexa 488, se lavaron las muestras y se
analizaron mediante FACS, y los datos de intensidad de fluorescencia se
normalizaron a la sefial anti-gD luego de la sustraccion de cualquier entorno que
tenia las células de control negativo 293 de tipo salvaje. Tal como se muestra en
la Figura 16, 7D9 se une a la quimera humano:raton #399 ( tiene los aminoacidos
humanos 1-213), pero no a la mesotelina de ratén de longitud completa #385 o
#398 (tiene los aminoacidos humanos solamente de 1-131), lo cual indica que
7D9 se une a un epitopo entre aa 131 y 213. Su habilidad para unir la quimera
cyno:humana #400 (tiene los aminoacidos 131-178), pero no el cino de longitud
completa (#383), limit6 al epitopo a los aminoacidos entre 131 y 178. (Obsérvese
que la unién de % relativamente menor observada con 7D9 que con 22A10 se
debe al uso de una concentracion de anticuerpo 50x menor para 7D9).

LLas mismas quimeras se utilizaron para mapear el epitopo 22A10 reactivo a
la rata, cino y humano (pero no al raton). Se observd unién en las células que
expresaban la quimera #399, pero no la #398. Por lo tanto, 22A10 se une a un
epitopo con un residuo critico entre los aminoacidos 131-213. (Figura 16.)

Debido a que 7D9 y 22A10 no compiten entre si (Figura 13), probablemente
se unen a distintos epitopos dentro de los aminoacidos 131-213. Para identificar
aquellos epitopos distintos, los tramos de aminoacidos 2—4 de la mesotelina
humana se mutaron a los aminoacidos de ratén correspondientes en el entorno de
la quimera #399. Una alineacion de aminoacidos 132-212 entre las cuatro
especies se muestra en la Figura 17, con recuadros numerados que indican la
posicion de los 15 mutantes. Para cada uno de los 15 mutantes en la tabla al final
de la Figura 17, se muestran las secuencias humanas (arriba), que se mutaron a
secuencias de raton (abajo). (Nota: el mutante #11 no se generd en forma
exitosa).

Todos los mutantes excepto el mutante #11de la Figura 17 se expresaron
en las células 293 y se sometieron al analisis FACS como en la Figura 16, excepto
que se utilizaron 5 pg/ml versiones humanizadas de cada anticuerpo (es decir,
etiqueta anti-gD h7D9.v3, h22A10.v83 y h5B6 (control positivo)), y se utilizé el
anticuerpo anti-humano Alexa488 para la deteccion. Los resultados se muestran

en la Figura 18A, con datos de fluorescencia que se muestran como un porcentaje
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de la serfal anti-gD para normalizar los niveles de expresion. (Nota: el mutante
#13 no se expreso en las células 293 y por ello se omite del conjunto de datos).
h7D9.v3 se uni6 a todos los mutantes excepto #6 y #9, mientras que
h22A10.v83se uni6 a todos los mutantes excepto al mutante #15 (flechas).

Mediante la alineacion de las diferentes especies, los residuos claves en el
epitopo h7D9.v3 se localizaron con precisibn como dos Unicos residuos de
aminoacidos que difieren entre las secuencias humana y de cino de reactividad no
cruzada: E153 en el mutante #6 y D174 en el mutante #9. La importancia de esos
residuos para la union de los anticuerpos se confirmé mediante la mutacion de los
residuos equivalentes en la mesotelina de cino a los residuos humanos
correspondientes (es decir, R153 a E y G174 a D). h7D9.v3, que no se une de
otro modo a la mesotelina de cino, fue capaz de unirse a los mutantes de la
mesotelina de cino (Figura 18B). Estudios adicionales en los que el residuo E152
de la secuencia de mesotelina humana se muté a Q resuiltaron en la inhibicion de
la unién de h7D9.v3, lo cual sugiere que el residuo E152 también participa en la
unién de los anticuerpos.

En base a la estructura tipo armadillo de la mesotelina que se predijo
recientemente (Sathyanarayana et al., BMC Structural Biology 9:1 (2009)), el
anticuerpo 7D9 comunica en forma similar el espiral 4 interno y el espiral 5 externo
de la mesotelina. En forma similar, debido a que h22A10.v83 reacciona en forma
cruzada con la rata pero no con el raton, el residuo E211 en el mutante #15 (en el
espiral 6 externo de Sathyanarayana et al., supra) es asimismo un determinante

critico de su epitopo. La Figura 19 muestra los residuos unidos por h7D9.v3 y
h22A10.v83.

La Glicosilacion no inhibe la union de h7D9.v3

A fin de determinar si h7D9.v3 se une a la mesotelina glicosilada, la
mesotelina humana etiquetada con his de terminal C se expreso en células CHO,
se purificé y ademas se separd de acuerdo a la carga en una columna Mono S en
fracciones con glicosilacion alta (fraccion A11), media (A12), baja (B1) y de baja a
ninguna (B5) de la mesotelina, tal como se muestra mediante la tincién de Azul de
Coomassie en un gel SDS-PAGE. (Figura 20, izquierda superior). Cada fraccion
se paso a través de un chip con 7D9.v3 pre unido, y se midieron las tasas de
asociacion y disociacion para revelar afinidades idénticas (1,5 nM) para cada
fraccion (Figura 20, izquierda inferior), lo cual indica que la glicosilacion no inhibe
la union de h7D9.v3. Estos datos se confirmaron al mostrar que h7D9.v3 podia
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inmunoprecipitar todas las mismas bandas que el anticuerpo anti-gD h5B6
humanizado de las células HT1080 que expresaban en forma estable la
mesotelina humana gD (la etiqueta del epitopo gD de la que carece sitios de
glicosilacion), lo cual indica que h7D9.v3 puede inmunoprecipitar mesotelina
humana independientemente del estado de glicosilacién. En contraste, el 22A10
humanizado inmunopreicpité preferentemente las especies con menor peso
molecular (menos glicosiladas), lo cual indica que la unién de 22A10 puede verse
afectada por la glicosilacion. (Figura 20, derecha).

Para evaluar la habilidad de un anticuerpo de prueba para unir mesotelina
glicosilada en comparacion con el h7D9.v3, se lleva a cabo un ensayo FACS en el
cual la unién del anticuerpo de prueba a las células OVCAR3 se compara a la
union de h7D9.v3 a las células OVCARS3. Se utilizan anticuerpos secundarios
apropiados para detectar la unién de h7D9.v3 y el anticuerpo de prueba a las
celulas OVCARS3 (por ejemplo, se utiliza el anticuerpo anti-humano Alexa 647
para detectar la unién de h7D9.v3).

El Anticuerpo Monoclonal 19C3 Bloquea la Interaccion de MUC16 con
la Mesotelina

Se examinaron los anticuerpos monoclonales para determinar si eran
capaces de bloquear la unién de MUC16 a la mesotelina. La unién de un
fragmento biotinilado purificado de MUC16 (Muc16-Bt, con tres repeticiones de
mucina) a la mesotelina expresada en forma estable en las células A431 (que
normalmente no expresan mesotelina) se muestra en la Figura 21 (‘no Ab”), panel
izquierdo. La pre incubacidén de células con una proporcion molar de 5 veces de
19C3, pero no 7D9, inhibié la uniébn de MUC16-Bt a la mesotelina, como se
detecté mediante FACS con streptavidin—PE, tal como se muestra en la Figura 21,
panel izquierdo. A la inversa, la union de la mesotelina etiquetada con his8 de
terminal C recombinante (purificada de las células 293) a las células PC3 que
expresaban en forma estable MUC16 se evalu6 en ausencia o presencia de un
exceso molar de 5 veces de los anticuerpos anti-mesotelina indicados (Figura 21
panel derecho), que se detectaron mediante FACS con el anticuerpo Alexa647—
anti-his6. La pre incubaciéon de mesotelina con 19C3 pero no 7D9 o 22A10 inhibe
la union de la mesotelina a las células que expresan MUC16 (Figura 21, panel
derecho). De hecho, 7D9 y 22A10 parecen mejorar la union de la mesotelina a
MUC16 en este ensayo.
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Predominio de la Mesotelina Humana en Varios Tipos de Cancer

La expresién de la mesotelina humana en varios canceres se analizé
mediante inmunohistoquimica. Se seccionaron micromatrices de tumor
embebidas en parafina y fijadas con formalina (FFPE) (con un 1mm de nucleo por
tumor) de adenocarcinoma ductal pancreatico (Figura 22), adenocarcinoma seroso
ovarico (Figura 23) y carcinoma pulmonar de células no pequefas (Figura 24) en
porciones microscopicas, se desparafinaron y rehidrataron a través de series de
alcohol diluido. Las porciones se pre trataron para la recuperacion de antigenos
mediante la utilizacion de una Target Retrieval Solution (Dako, Glostrup,
Denmark), se neutralizaron, bloquearon y tifieron con 10 pg/ml anticuerpo
monoclonal de mesotelina anti-humano de ratén 19C3 durante 60 minutos en un
autostainer de Dako. Luego del lavado, 19C3 se detectd con anticuerpo anti—raton
biotinilado, seguido del complejo ABC (VECTASTAIN ABC Elite Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) y se visualizd mediante la utilizacion de DAB
(Pierce Laboratories) como cromogen. Las porciones luego se contratifieron con
Hematoxilina de Meyers y se deshidrataron con series de alcoholes y xilenos y
luego se cubrié con un cubreobjetos mediante un medio de montaje organico
(PermaMount, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA).

La tincion de la mesotelina (marron) fue calificada por un patélogo
experimentado de acuerdo al siguiente esquema, y se considerd la intensidad
(oscuridad de la tincién marrén) asi como también la amplitud de la tincion. Un
ejemplo representativo de cada calificacion de la mesotelina se muestra en las
Figuras 22—24 para cada tipo de tumor.

0 (negativo): muy débil o sin tincién en el >90% de las células tumorales

1+ (leve): el patron de tincion predominante es débil

2+ (moderado): el patron de tincion predominante es moderadamente fuerte
en la mayoria (> 50%) de las células neoplasticas

3+ (fuerte): el patron de tincidn predominante es fuerte en la mayoria
(>50%) de las células neoplasticas

La Figura 22 muestra que el 70% de los adenocarcinomas ductales
pancreaticos fueron positivos a la mesotelina, y muestra tincion en los niveles 1+,
2+, 0 3+, con un 33% que muestra tincion en 2+ o 3+. La Figura 23 muestra que
el 98% de los adenocarcinomas serosos ovaricos fueron positivos a la mesotelina,
y el 74% mostro tincién en el nivel 2+ o 3+. En forma adicional, las ocho
metastasis que se examinaron de los adenocarcinomas serosos ovaricos fueron

positivas a la mesotelina, lo cual sugiere que los tumores ovaricos primarios no
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pierden expresion de mesotelina luego de la metastasis. La Figura 24 muestra
que el 44% de los carcinomas pulmonar de células no pequenas (NSCLC, subtipo
de adenocarcinoma) fueron positivos a la mesotelina, y el 26% mostré tincion en
los niveles 2+ o 3+. En forma adicional, tres de las ocho (38%) metastasis
acopladas examinadas de los tumores primarios positivos a la mesotelina de
pacientes NSCLC mantuvieron ia tincién positiva a la mesotelina.

La mesotelina también se expresdé en mesoteliomas y en el cancer de
endometrio, tal como se determiné mediante IHC por medio del anticuerpo 19C3.

Tambien se examiné la expresion de mesotelina en el mono cynomolgus.
Las secciones de mesotelina pleurales del pulmén y pericardicas del corazon de
humanos (secciones embebidas en parafina y fijadas en formalina) y del mono
cynomolgus (secciones congeladas) se seccionaron y tifieron con el anticuerpo
monoclonal 19C3 o 22A10, respectivamente. La mesotelina humana
especificamente se tifio con 19C3 (Figura 25, izquierda), y la mesotelina del mono
cynomolgus especificamente se tifié con 22A10 (Figura 25, derecha). Estos
resultados demuestran que 22A10 puede reconocer la mesotelina de mono
cynomolgus endogena, la cual posee una distribucion similar a aquella de la

humana.

Produccién de Conjugados de Farmacos—Anticuerpo Anti-Mesotelina

Los conjugados de anticuerpo anti-mesotelina~farmaco (ADCs) se
produjeron mediante la conjugacion de h7D9.v3 y h22A10.v83 a la porcién de
enlace del farmaco MC-vc-PAB-MMAE, que se mostré con anterioridad en la
Seccion I1.D. A los fines de la conveniencia, también se hace referencia a la
porcién de enlace del farmaco MC—vc-PAB-MMAE en estos Ejemplos y en las
Figuras como “veMMAE” o “VCE.” (Por ejemplo, se hace referencia a h7D9.v3—
MC-vc-PAB-MMAE en estos Ejemplos y en las Figuras como h7D9.v3—vcMMAE
0 h7D9.v3-VCE.). En forma previa a la conjugacion, los anticuerpos se redujeron
parcialmente con TCEP mediante la utilizacion de métodos estandar de acuerdo
con la metodologia que se describe en WO 2004/010957 A2. Los anticuerpo
parcialmente reducidos se conjugaron a la porcion de enlace del farmaco
mediante la utilizacién de métodos estandar de acuerdo con la metodologia que se
describe en Doronina et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21:778-784 y Estados Unidos
2005/0238649 A1. En resumen, los anticuerpos parcialmente reducidos se
combinaron con la porcién de enlace del anticuerpo para permitir la conjugacion

de la porcién de los residuos de cisteina. Las reacciones de conjugacion se
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neutralizaron, y los ADCs se purificaron. Se determiné la carga del farmaco
(cantidad promedio de porciones de farmaco por anticuerpo) para cada ADC vy fue
entre 3,33 y 4,0 en todos los casos.

Eficacia de h7D9.v3-vcMMAE en el Modelo HPAC In Vivo

La eficacia de h7D9.v3—-vcMMAE se investigd mediante la utilizacion del
modelo de xenoinjerto de adenocarcinoma pancreatico. Se inyectaron cinco
millones de celulas HPAC (positivas a la mesotelina (2+) mediante IHC con 19C3)
en HBSS en forma subcutanea en ratones beige SCID y los tumores recibieron
dosis a 11, 27, 55 11, y 164 mgkg h7D9.v3—-vcMMAE (a 3,5
MMAE/anticuerpo), o 5, 10 y 15 mg/kg h5B6 anti-gD-vcMMAE (con 3,3 MMAE
por anticuerpo), o con 15 mg/kg h7D9.v3 desnudo (no MMAE). Como se muestra
en la Figura 26, se obtuvo la inhibicién sustancial del crecimiento tumoral a
5,5mg/kg de h7D9.v3-vcMMAE, y se obtuvieron regresiones a 11-16 mg/kg
h7D9.v3-vcMMAE, pero no se observé un efecto significativo con el anticuerpo
desnudo o con el control gD-vcMMAE a 15mg/kg. Se muestran los ajustes de
curvas modelados en base a las tasas de crecimiento total. El panel inferior
derecho de la Figura 26 muestra el analisis FACS y la internalizacién de h7D9.v3
en células HPAC y |HC.

Eficacia de h7D9.v3—chMAE en el Modelo de Adenocarcinoma
Pancreatico Primario

Se investigdb la eficacia de h7D9.v3-vcMMAE en un modelo de
adenocarcinoma pancreatico primario (Oncotest, GMBH, Alemania). Se
implantaron trozos de tumores pancreaticos humanos primarios positivos a la
mesotelina (que expresaban mesotelina a 1-2+ mediante IHC) en forma
subcutanea en ratones desnudos hembra NMRI, y recibieron dosis a 5, 10 y 20
mg/kg h7D9.v3-veMMAE (3,5 MMAE/anticuerpo). Los volumenes medio de
tumores + desviaciones estandar se grafican en la Figura 27. Se encontré una
inhibicion significativa del crecimiento tumoral en todas las dosis de h7D9.v3—

VCeMMAE. La IHC del tumor pancreatico primario se muestra a la derecha.

Eficacia de h7D9.v3-vcMMAE en el Modelo de Cancer Ovarico

Se investigé la eficacia de h7D9.v3-veMMAE mediante la utilizacion de un
modelo de xenoinjerto de cancer ovarico. Se inyectaron diez millones de células
OvCar3x2.1 (positivas a la Mesotelina (2-3+) mediante IHC con 19C3) en el
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paniculo adiposo mamario de ratones beige CB17 SCID, que luego recibieron
dosis con 1, 2.5, 5, 10 y 15 mg/kg h7D9.v3-vcMMAE (3,5 MMAE/anticuerpo) o
h5B6 anti-gD-vcMMAE (3,3 MMAE/anticuerpo). Como se muestra en la Figura
28, se observé una actividad modesta a 2,5mg/kg h7D9.v3-vcMMAE y
regresiones a 5mg/kg y mayores, mientras que anti-.gD-vcMMAE no exhibio
actividad por debajo de 5 mg/kg (solo una actividad modesta a 10mg/kg y estasis
tumoral a 15mg/kg). Se muestran los ajustes de curva modelados en base a las
tasas de crecimiento. El panel derecho de la Figura 28 muestra el analisis FACS y
la internalizacion de h7D9.v3 en células OvCar3x2.1y IHC.

Eficacia de h7D9.v30-vcMMAE en un Modelo de Cancer de Pulmén

Se investigé la eficacia de h7D9.v3-vcMMAE mediante la utilizacion de un
modelo de xenoinjerto de cancer de pulmén (carcinoma de células escamosas).
Se inyectaron cinco millones de células H226x2 (positivas a la mesotelina (3+)
mediante IHC) en una mezcla 50:50 de Matrigel:HBSS en el costado de ratones
CB17 SCID. Los volimenes medio de tumores + desviaciones estandar se
grafican en la Figura 29. h7D9v3—vcMMAE (3.5 MMAE/anticuerpo) mostré una
actividad modesta a 5mgl/kg y estasis tumoral a 10mg/kg, mientras que no hubo
actividad significativa con el conjugado de control anti-gD-vcMMAE (3,97
MMAE/anticuerpo) a ninguna de las dosis. El panel de la derecha de la Figura 29
muestra el analisis FACS y la internalizacién de h7D9.v3 en las células H226x2 y
IHC.

h7D9.v3-vcMMAE y h22A10.v83-vcMMAE poseen una eficacia similar

Se investigo la eficacia de h7D9.v3-veMMAE en comparacion con la de
h22A10.v83-vcMMAE. Se inocularon veinte millones de células BJAB que
expresaban en forma estable la mesotelina gD-humana (izquierda) o la
mesotelina gD-mono cynomolgus (derecha) en forma subcutanea en ratones
CB17 SCID en buffer HBSS. Los ratones recibieron dosis con 0,5 o 2 mg/kg
h7D9.v3—-vcMMAE (en ratones inoculados con mesotelina BJAB—gD-humana) o
h22A10.v83-vcMMAE (en ratones inoculados con mesotelina BJAB-gD-mono
cynomolgus), o con anti-gD-vcMMAE a 2mg/kg utilizado como control positivo y
como un normalizador para cualquier diferencia en la expresion entre las dos
especies de la linea celular. Los volimenes medio de tumores + desviaciones
estandar se grafican en la Figura 30. Tanto h7D9.v3-vcMMAE como h22A10.v83—
VEMMAE exhibieron una mejor actividad a 2mg/kg que el control gD-veMMAE
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contra los tumores de mesotelina BJAB—gD-humana y la mesotelina BJAB-gD—
mono cynomolgus, respectivamente. El control negativo en este experimento fue
un anticuerpo irrelevante conjugado a veMMAE, el cual no mostré una actividad
significativa.

Para evaluar en forma adicional la actividad de h22A10.v83-vcMMAE, los
tumores H226x2 de la Figura 29 y OvCar3x2.1 cultivados como se describe en la
Figura 28 recibieron dosis con las concentraciones indicadas de h7D9.v3-
VeMMAE y h22A10.v83—vcMMAE (3.53 MMAE/anticuerpo), o anti-gD—vcMMAE
como un control negativo. Los volimenes medio de tumores * desviaciones
estandar se grafican en la Figura 31. A pesar de la unién significativamente mas
deébil del h22A10.v83desnudo en comparacién con h7D9.v3 a estas dos lineas
celulares mediante FACS, h22A10.v83-vcMMAE fue efectivo en forma similar a
h7D9.v3-veMMAE en el modelo H226x2 (panel superior izquierdo), y solamente
un poco menos activo en el modelo OvCar3x2.1 (panel superior derecho), tal

como se indico por la regresion mas rapida de los tumores luego de la dosis de
6mg/kg.

MUC16 y la Mesotelina Forman un Complejo en las Lineas Celulares
“Duales Positivas”

Se investigd la interaccion de MUC16 y la mesotelina en las lineas
celulares. Las células OvCar3, que expresan tanto la mesotelina como MUC16,
se lisaron en 1% de NP40 buffer. Como se muestra en la Figura 32, panel
izquierdo, los lisatos se inmunoprecipitaron con m7D9 o IgG de control de is6topos
y se sometieron al analisis de western blot con un anticuerpo anti-MUC16 (upper
blot) o h7D9 (lower blot) para detectar complejos mesotelinaMUC16 o la
mesotelina total, respectivamente. (20% de la entrada no inmunoprecipitada se
muestra en la senda izquierda). m7D9 fue capaz de co—inmunoprecipitar a
MUC16 con la mesotelina de los lisatos de las células OvCar3. Ese resultado
demuestra que MUC16 forma un complejo con la mesotelina en las lineas
celulares que expresan tanto la mesotelina como MUC16 (es decir, lineas
celulares “duales—positivas”).

Tal como se muestra en la Figura 32, panel derecho, los anticuerpos para la
mesotelina o MUC16 se utilizaron para inmunoprecipitar (IP) aquellas proteinas de
medios condicionados en los cuales se cultivaron las lineas celulares indicadas.
Las lineas celulares expresan solamente mesotelina (HPAC), solamente MUC16
(A431), ni (H520), o ambos (células OvCar3, CAPAN-2, EKVX y OvCar429). Se
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utiliz6 el anticuerpo quimérico anti-mesotelina ch7D9 (paneles superior e inferior)
o el anticuerpo anti-MUC16 (panel medio) para las inmunoprecipitaciones. Los
inmunoprecipitados lavados se sometieron al analisis de Western blot (WB) con
anticuerpo anti-mesotelina de murino 2E5 (superior) o el anticuerpo (tipo M11)
anti-dominio-MUC16 B de murino 1.B.823 (US Biological, Swampscott, MA;
paneles medio e inferior). En consecuencia, el panel superior muestra la
mesotelina inmunoprecipitada de las lineas celulares que expresan mesotelina, el
panel medio muestra MUC16 inmunoprecipitado de las lineas celulares que
expresan MUC16, y el panel inferior muestra los complejos inmunoprecipitados de
mesotelina:MUC16, que son especificos de las lineas celulares que expresan
ambas proteinas (lineas celulares duales—positivas). Estos resultados indican que
la mesotelina puede verterse en el medio cuando esté unida a MUC16. En
consecuencia, los anticuerpos e inmunoconjugados de la invencién son Utiles para
tratar el cancer positivo a la mesotelina, con la inclusion de canceres duales—

positivos.

19C3, y No 7D9, Desplaza el MUC16 Pre Unido de la Mesotelina

Se investigd la union de 19C3 a la mesotelina en presencia de MUC16.
MUC16-biotin (1ug/ml, o 9,2nM) estaba pre unido a las células HT1080 que
expresaban mesotelina. 19C3 (5ug/ml) se afhadid para determinar si podia
desplazar al MUC16 pre unido. MUC16-biotin se detectd con el reactivo de
deteccion SAPE, y el anticuerpo unido se detectd con anticuerpo anti—raton
Alexa488. La Figura 33 muestra que 19C3 efectivamente era capaz de desplazar
MUC16 y unirse a la mesotelina. El anticuerpo 7D9 (33nM), que se une a una
region de la mesotelina fuera del sitio de unién de MUC16, se utiliz6 como un
control negativo y como se esperaba, no fue capaz de desplazar al MUC16 pre
unido. Experimentos adicionales demostraron que 19C3 también desplaza a
MUC16 a 0,1ug/ml, mientras que el anticuerpo 2E5 puede desplazar a MUC16
solamente a 25ug/ml (no se muestran los datos).

Si bien la invencién que antecede se ha descripto en detalle por medio de la
ilustracion y los ejemplos a los fines de la claridad en la comprensién, no debe
interpretarse que las descripciones y los ejemplos limitan el alcance de la
invencién. Las descripciones de todas las patentes y la bibliografia cientifica que
se citan en la presente se incluyen en forma expresa en su totalidad a modo de
referencia. '
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que se une a mesotelina seleccionada de:

(i) un anticuerpo que se une a un epitopo de SEQ ID N.°:43 que comprende
E153 y D174 y que opcionalmente posee una o mas de las siguientes
caracteristicas:

(a) no presenta unién reducida a forma glicosilada de mesotelina:

(b) no bloquea la unién de mesotelina a MUC16; y

(c) se une mesotelina con una afinidad de < 5 nM;

(i) un anticuerpo que se une a un epitopo de SEQ ID N.%:43 que comprende
E211 y que opcionalmente posee una o mas de las siguientes caracteristicas:

(a) no bloquea la unién de mesotelina a MUC16; y

(b) une mesotelina con una afinidad de < 5 nM;

y

(iii) un anticuerpo que se une a un epitopo dentro de los aminoacidos 1—131

de SEQ ID N.%:43 y se une a mesotelina con una afinidad de < 5 nM.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, que es un anticuerpo
monoclonal.
3. El anticuerpo de la reivindicaciéon 1, que es un anticuerpo humano,

humanizado o quimérico.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 1, que es un fragmento de

anticuerpo que se une a mesotelina.

5. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde la mesotelina es una
mesotelina humana de SEQ ID N.°:43.

6. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo
comprende:

(a) (i) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.2:22, (i) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

N.219, y (iii) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%:21;
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(b) (i) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

N.%:39, (i) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.°:35, y (iii) HYR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.%:37: 0

() HVR-H3, HVR-L3, y HVR-H2 del anticuerpo producido por
hibridoma 19C3 que posee el Acceso de ATCC N.° PTA-11464.

ID
ID

el

7. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo

comprende

(@) (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.°:20, (i) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.°:21, y (iii) HYR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.°:22;

(b) (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.%:36, (i) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ
N.%:37, y (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.%:39; 0

(¢) HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3 del anticuerpo producido por
hibridoma 19C3 que posee el Acceso de ATCC N.° PTA-11464.

8. El anticuerpo de la reivindicacion 7, que comprende:

(@) (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.©:20, (i) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.%:21, (iii) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.°:22, (iv) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.2:17, (v) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.°:18, y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.°:19;

(b) (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.%:36, (i) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.®:37, (i) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.%:39, (iv) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.%:33, (v) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.%:34, y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
N.%:35; 0

ID
ID
1D

ID

ID

ID

el

ID



102

(c) HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3, HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 del
anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el Acceso de ATCC N.°
PTA-11464.

9. El' anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
comprende

(a) () HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.°:17, (i) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.:18, y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.°:19;

(@) (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.®:33, (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.°:34, y (ii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N.%:35; 0

(c) HVR-L1, HVR-L2, y HVR-L3 del anticuerpo producido por el hibridoma
19C3 que posee el Acceso de ATCC N.° PTA-11464.

10.  Elanticuerpo de la reivindicacion 8(a) o 9(a), que ademas comprende
un dominio variable de cadena liviana que comprende una secuencia FR2 marco
de SEQ ID N.°:25 y una secuencia FR3 de SEQ ID N.°:27.

11. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
comprende

(@) una secuencia VH que posee al menos 95% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:8:

(b) una secuencia VL que posee al menos 95% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:4:

(c) una secuencia VH como en (a) y una secuencia VL como en (b);

(d) una secuencia VH que posee al menos 95% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:16:

(e) una secuencia VL que posee al menos 95% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:12:

() una secuencia VH como en (d) y una secuencia VL como en (e);

(9) una secuencia VH que posee al menos 95% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoéacidos de la secuencia VH del anticuerpo producido por
el hibridoma 19C3 que posee el Acceso de ATCC N.© PTA—11464:
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(h) una secuencia VL que posee al menos 95% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos de la secuencia VL del anticuerpo producido por
el hibridoma 19C3 que posee el Acceso de ATCC N.° PTA-11464; o

(i) una secuencia VH como en (g) y una secuencia VL como en (h);

12.  El anticuerpo de la reivindicacion 11, que comprende una secuencia
VH de SEQ ID N.°:8, una secuencia VH de SEQ ID N.%:16, o una secuencia VH del
anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el Acceso de ATCC N.°
PTA-11464.

13.  El anticuerpo de la reivindicacién 11, que comprende una secuencia
VL de SEQ ID N.°:4, una secuencia VL de SEQ ID N.%:12, o una secuencia VL del
anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el Acceso de ATCC N.°
PTA-11464.

14, Un anticuerpo que comprende (a) una secuencia VH de SEQ ID N.°:8
y una secuencia VL de SEQ ID N.°:4; (b) una secuencia VH de SEQ ID N.>:16 y
una secuencia VL de SEQ ID N.°:12; (c) una secuencia VH y una secuencia VL del
anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el Acceso de ATCC N.°
PTA-11464; o (d) el anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que posee el
Acceso de ATCC N.° PTA-11464.

15. El anticuerpo de la reivindicacion 1, que es un anticuerpo 1gG1,
1gG2a o IgG2b.

16.  El acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo de cualquiera de

las reivindicaciones 1-15.

17.  Una célula huésped que comprende el acido nucleico de la
reivindicacion 16.

18.  Un método de produccion de un anticuerpo que comprende el cultivo
de la célula huésped de la reivindicacion 17 de manera que se produzca el
anticuerpo.

19. Uninmunoconjugado que posee la férmula Ab—(L-D)p, en donde:



104

(@) Ab es un anticuerpo como en cualquiera de las reivindicaciones 1-15;
(b) L es una union;

(c) D es unfarmaco de la formula Dg
RS O R’ CHs wlag
-‘e)j\,Tl H%W/H/\H/N N\R1s
R o0 R*R* rs RE O RE O De
y en donde R? y R® son cada uno metilo, R® y R* son cada uno isopropilo,
R® es H, R’ es sec-butilo, cada R® es independientemente seleccionado de CHs,
O-CHj, OH, y H; R® es H; y R"® es —C(R%),—C(R®),-arilo; y

. (d) p varia desde 1-8.

20.  El'inmunoconjugado de la reivindicacién 19, en donde el farmaco es
una auristatina.

21.  El inmunoconjugado de la reivindicacién 20, en donde el farmaco es
MMAE.

22.  El inmunoconjugado de la reivindicacion 19, en donde la union es

escindible por una proteasa.

. 23.  El inmunoconjugado de la reivindicacidon 22, en donde la unién
comprende un dipéptido val—cit.

24.  Eiinmunoconjugado de la reivindicacion 19 que posee la formula:
Ab-S o) H O
O H OH
0 Oﬁo*rlu Nﬁ%%Nf\Q
Ne~~Aval Cit-N © 0.0 o0

en donde S es un atomo de azufre.

25.  Elinmunoconjugado de la reivindicacién 24, en donde p varia desde
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26. El inmunoconjugado de la reivindicacion 24, que comprende el

anticuerpo de la reivindicacion 8(a).

27.  El inmunoconjugado de la reivindicacion 24, que comprende el

anticuerpo de la reivindicacion 8(b).

28. El inmunoconjugado de la reivindicacion 24, que comprende el
anticuerpo de la reivindicacion 14(a).

29.  El inmunoconjugado de la reivindicacién 24, que comprende el
anticuerpo de la reivindicacion 14(b).

30.  Una formulacién farmacéutica que comprende un inmunoconjugado
de cualquiera de las reivindicaciones 19-29 y un portador farmacéuticamente
aceptable.

31.  La formulacién farmacéutica de la reivindicacién 30, que ademas
comprende un agente terapéutico adicional.

32. La formulacién farmacéutica de la reivindicacién 31, en donde el
agente terapéutico adicional es gemcitabina.

33. La formulacién farmacéutica de la reivindicacion 31, en donde el
agente terapéutico adicional es un anticuerpo anti-MUC16 conjugado a un agente
citotdxico.

34.  El inmunoconjugado como en cualquiera de las reivindicaciones 19—
29 para el uso como un medicamento.

35.  Elinmuno conjugado como en cualquiera de las reivindicaciones 19—

29 para el uso en el tratamiento de un cancer positivo para mesotelina.

36. El inmunoconjugado para el uso como en la reivindicaciéon 35, en
donde el cancer positivo para mesotelina se selecciona de cancer pancreatico,

cancer de ovarios, cancer de pulmon, cancer endometrial, y mesotelioma.
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37.  El inmunoconjugado para el usoc como en la reivindicacién 35, en

dond el cancer positivo para mesotelina es un cancer dual-positivo.

38. Uso del inmunoconjugado como en cualquiera de las

reivindicaciones 19-29 en la produccién de un medicamento.

39.  El uso de la reivindicacion 38, en donde el medicamento es para el

tratamiento de un cancer positivo para mesotelina.

40.  El uso de la reivindicacion 39, en donde el cancer positivo para
mesotelina se selecciona de cancer pancreatico, cancer de ovarios, cancer de

pulmén, cancer endometrial, y mesotelioma.

41. El uso de la reivindicaciéon 39, en donde el cancer positivo para
mesotelina es un cancer dual-positivo.

42.  Un método de tratamiento de -un individuo que posee un cancer
positivo para mesotelina, el método que comprende la administracion al individuo
de una cantidad efectiva de un inmunoconjugado como en cualquiera de las
reivindicaciones 19-29.

43.  El método de la reivindicacion 42, en donde el cancer positivo para
mesotelina se selecciona de cancer pancreatico, cancer de ovarios, cancer de

pulmoén, cancer endometrial, y mesotelioma.

44.  El método de la reivindicacion 42, en donde el cancer positivo para

mesotelina es un cancer dual-positivo.

45. El método de la reivindicacion 42, que ademas comprende la
administracién de un agente terapéutico adicional al individuo.

46.  El método de la reivindicacién 45, en donde el agente terapéutico
adicional es gemcitabina.

47.  El método de la reivindicacion 45, en donde el agente terapéutico

adicional es un anticuerpo anti-MUC16 conjugado a un agente citotoxico.
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48. Un metodo de inhibir la proliferacion de una célula positiva para
mesotelina, el método que comprende exponer la célula a un inmunoconjugado
como en cualquiera de las reivindicaciones 19-29 en condiciones que permitan la
unién del inmunoconjugado a mesotelina en la superficie de la célula, de este

modo, se inhibe la proliferacion de la célula.

49. El método de la reivindicacion 48, en donde la célula es una célula
de cancer pancreatico, de ovarios, de pulmén o endometrial o célula de
mesotelioma.

50.  El método de la reivindicacién 48, en donde la célula es una célula
dual-positiva.

51. Un anticuerpo como en cualquiera de las reivindicaciones 1-15
conjugado a un marcador.

52.  El anticuerpo de la reivindicacién 51, en donde el marcador es un
emisor de positrones.

33. El anticuerpo de la reivindicacion 52, en donde el emisor de
positrones es 7.

54.  Un método para detectar mesotelina humana en una muestra
biolégica que comprende poner en contacto la muestra bioldgica con un
anticuerpo anti-mesotelina como en cualquiera de las reivindicaciones 1-15 en
condiciones que permitan la union del anticuerpo anti-mesotelina a una
mesotelina humana que ocurre naturaimente, y detectar si un complejo se forma
entre el anticuerpo anti-mesotelina y una mesotelina humana que ocurre

naturalmente en la muestra bioldgica.

55.  El método de la reivindicacion 54, en donde el anticuerpo anti—

mesotelina es un anticuerpo como en cualquiera de las reivindicaciones 8(c),
14(c), y 14(d).
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56.  El meétodo de la reivindicacion 54, en donde la muestra biologica es
una muestra de cancer pancreatico, muestra de cancer de ovarios, muestra de un

cancer de pulmén, muestra de cancer endometrial o muestra de mesotelioma.

57.  El método de la reivindicacion 54, en donde el método comprende

llevar a cabo la inmunohistoquimica en una seccion de tejido.

58.  El metodo de la reivindicacion 54, en donde la muestra biologica es
suero.

59.  Un método de deteccion de cancer positivo para mesotelina que
comprende (i) administrar un anticuerpo anti-mesotelina marcado a un sujeto que
padece o se sospecha que padece un cancer positivo para mesotelina, en donde
el anticuerpo anti-mesotelina marcado comprende un anticuerpo anti— mesotelina
en cualquiera de las reivindicaciones 1-15, y (ii) detectar el anticuerpo anti—
mesotelina marcado en el sujeto, en donde la deteccion del anticuerpo anti—

mesotelina marcado indica un cancer positivo para mesotelina en el sujeto.

60. ElI método de la reivindicacion 59, en donde el anticuerpo anti—
mesotelina marcado es un anticuerpo como en la reivindicacion 8(a) o 14(a) que
esta marcado.

61.  El método de la reivindicacion 59 o la reivindicacion 60, en donde el
anticuerpo anti-mesotelina marcado comprende un anticuerpo anti-mesotelina

conjugado a un emisor de positrones.

62. El método de la reivindicacion 61, en donde el emisor de positrones
es %zr.

63.  El anticuerpo de la reivindicacion 8 que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:20, (i) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:21, (i) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:22, (iv) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:17, (v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:18, y (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.%:19.



109

64. El anticuerpo de la reivindicaciéon 63, que ademas comprende un
dominio variable de cadena liviana que comprende una secuencia FR2 marco de
SEQ ID N.%:25 y una secuencia FR3 de SEQ ID N.°:27.

65.  El anticuerpo de la reivindicacion 8 que comprende (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:36, (i) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:37, (i) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:39, (iv) HVR-~L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:33, (v) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:34, y (vi) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N.°:35.

66. El anticuerpo de la reivindicacion 8 que comprende HVR-H1, HVR-
H2, HVR-H3, HVR-L1, HVR-L2 y HVR-L3 del anticuerpo producido por el
hibridoma 19C3 que posee el Acceso de ATCC N.° PTA-11464.

67.  El anticuerpo de la reivindicacion 14 que comprende una secuencia
VH de SEQ ID N.°: 8 y una secuencia VL de SEQ ID N.°:4,

68.  El anticuerpo de la reivindicacién 14 que comprende una secuencia
VH de SEQ ID N.°: 16 y una secuencia VL de SEQ ID N.°:12.

69.  El anticuerpo de la reivindicacién 14 que comprende una secuencia
VH y una secuencia VL del anticuerpo producido por el hibridoma 19C3 que
posee el Acceso a ATCC N.° PTA-11464.

70.  El anticuerpo de la reivindicacion 14 producido por el hibridoma
19C3 que posee el Acceso de ATCC N.° PTA-11464.
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RESUMEN

La invencién proporciona anticuerpos anti-mesotelina e inmunoconjugados
y métodos de uso de los mismos.
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Anticuerpos Monoclonales Anti-Mesotelina
mAb Isoti l‘ . ! _, _ | ZBloque fa union | (nM) Blacore
po Grupo de Epitopo Regidn de Epitopo de muci6? J

7D9 G1 A 152-175 Aumenta 423
19C3 G2 C 1-70 Sl 0,06
2E5 G2 C 1-70 sl 0,49
gB11 G1 B1 71-131 No 138
17A5 G1 B1 T1=131 No nd.
11H8 G2b Bi 71-131 No nd.
1605 G2a B2 71-131 Aumenta 221
18D12 G2b B3 131-178 No nd.

3H2 G1 B 71-131 Aumenta nd.
22A10 GZa D 200-212 Aumenta 425
15F7 G2a E =131 No n.d.
12F6 G2a E n.d. nd. 7680
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Variantes Humanizadas Y Quiméricas de 7D9

KD (nM) Sobre
LC HC MSNL Huimana
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Region de 709

SEQ

Anticuerpo Humanizado Secuencia DN
h7D9.v1, h7D9.v3 HVRL1 KSSQSVLYSSNQKNYLA R
h708.v1, h7fDO.v3 HVRL2 WASTRES 18
h7048 w1, hFDO.¥3 MVRL3 HOYLSSYT 19
h709.v1, KPDO.v3 HVRH1 GYTFTTYWMH
h7D8.v1, hTDO.v3 HVR-HE GYIRPSTGYTEYMNQKFKD
h7DG.w1, hTDO.v3 HVR-H3 ARSRWLLDY
h7D9 41, h7 D943 VL.-FR1 DIQMTQSPESELSASVGDRVTTC
h7049.vt VLFRZ WYQOKPGKAPKLLY
hT08.v3 VLFR2 WHRQORPGKAPKLLIY -
h7D9.v1 VL-FR3 GVPSRFSGSGSGTOFTLTISSLQPEDFATYYC
h709.v3 VLFRI GVPBRFSGESGIGTDFTLTISSLQPEDFATYFC

h7D9.v1, h7D9.v3 VL-FR4

FGOGTKVEIKR

h706 .1, hTDE.v3 VH-FRY

EVQLVESGGGLVAPGGSLRLSCAAS

h7D9.v1, hT D943 VH-FR2

WVROAPGRGLEMY

h7D9.v1, h7 D9.v3 VHFR3

RFTISADTSKNTAYL CWNSLRAEDTAVYYC

h7D9.v1, h7D8.v3 VH-FR4

WGQGTLYTVS

BLBIBBINBIR R B8R

FIG. 10A

h221 0 injer, 22410 ¥83 VL-FR3
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h22A10 irger, h22410.v83 VL-FR4

FGOGTKVEIKR
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h2A10 iinjer, H22A90 vB3 VHFR2

WYRQAPGKGLEWY
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~ Anticuerpo Humanizado Secuencia 1D po:

h22410 injer, K22A10 ¥83 HVRL1 | RASQDISNYLN 33
h22A10 injer, h22A10vB3 HVRL2 | YTSRLHS 4
hZ2 A1 injer, F2Z2A10VB3 HVRL3 | QOGNTLPYT 35
h22A10 injer, K224 10v.83 HVR-H1 | GFTFEDYFMS 35
h22A10 injer, h22A10vB3 HVR-H2 | ATISNGGTYTYYPDSVKG 37
h22410 injer, AVR-H3 ARFODGYYFDY 38
h2ZA10v.83 HVR-H3 ARFDGYIFDY 2]
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26
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Intensidad de Fluorescencia Promedio

Andlisis Scatchard en las Lineas Celulares Enddgenas y Transfetadas Establemente de Mesotelina:
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FIG. 12

Afinidades de Anficuerpe Anti-Nesotelina

h7DAX3 o h22A10.vB3 ,
Kd {n¥) Copia # Kd{nM) | Copia ¥
Humana BJAB 0,25 20000 1,8 45000
Cyno BJAB n.g. 13 31000
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Humana 293 0,2 n.d. 27 80500
Cyno 283 n.b. 43 356000
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Humana, HT1080 0,97 130000 52 38000
| Cyno HT1080 nd. 64 113000
Rata 4&4R04 n.d. 52 171000
OvCard 0,53 14178 9,2 5516
OvCard. 4 0,56 39953 g 15294
HPAGC 1 2600 9.4 7300
Capar? 0,63 10000 42 11250
ASPCH 0,58 2300 93 7400
HPAFII 0,41 4200 10,45 6400

FIG. 13
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h7D9.v3-vcMMAE Demuestra Eficacia en Xenoinjertos Pancredticos HPAC
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Volumen de Tumor Promedio (mm3)
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Volumen de Tumor {mm?3)

h7D9.v3-vcMMAE :Demuestra Eficacia en Modelo de Xenoinjerto de Qvario
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Volumen de Tumor Promedio {mm3) +/- SEM
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FIG. 32+

Complejos MUC16 con Mesotelinag,
y Dog Proteinas se Co-circulan
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<110> GENENTECH, INC.
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Secuencia Artificial

Leu

20

Trp

Arg

Phe

AsSn

Arg

sintético
<400> 8

val

Lteu

Met

Tyr

Asp

GlIn

Arg

val

<210> 9
<211> 108

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Trp

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

GIn Leu val Glu
5

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Ser

Ser
115

Leu
20

Trp
Arg

Phe

Asn

108

Ser

val

Pro

Thr

ser

85

Trp

Cys

Arg

ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser Gly Gly ggy Leu val GIn Pro

Ala

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Leu

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Leu

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

AsSp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

ASD

sSer

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Tyr

Lys

Glu

sSer

75

Thr

Gly

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Gly Gly Leu val
10

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Tyr

Lys

Glu

ser

75

Thr

Gly

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Phe

Leu

45

ASn

Asn

val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gly

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido

Gly
15

Thr
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Leu

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

Cys

val

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

val

146



<212> PRT )
<213> Homo sapiens

<400> 9
ésp ITe GIn Met Thr Gln

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

10
97
PRT
MUs sp.

10

val

Trp

35

Ala

ser

Phe

Gly

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

$1y Ala Ser Leu

Asp

val

Ser

Ser

65

Asn

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

Ile

Lys

Arg

50

Asn

Thr

<220>

<223>

<400> 11

11

108
PRT
Secuencia Artificial

Ser

Leu

35

Phe

Leu

Leu

Asn

20

Leu

Ser

Glu

Pro

sintético

5

Ile
Gln
ser
Thr
Thr

85

Gly

Gly
5

Tyr
Ile
Ala
Gln

Tyr
85

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

ASDp

Leu

Tyr

Ser

Glu

70

Thr

ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Asn

Tyr

Gly

55

ASp

Phe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

val

Trp

Thr

40

Ser

Ile

Gly

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gin

Glu
105

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

Gly

Ser

10

sSer

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Ile

10

Gln

Arg

Thr

Thr

Gly
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

ser

Gln

Leu

ASp

Tyr

75

Thr

Ser

Ser

Pro

sSer

60

Ser

Asn

Arg

Cys

Lys

His

Tyr

Phe

Lys

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

Arg

Pro

ser

45

Ser

Cys

Leu

ser

ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ala

ASp

30

Gly

Leu

Gln

Glu

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

ser

15

Gly

val

Thr

Gln

Ile
95

Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Gln

Thr

Pro

Ile

Gly

80

Lys

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val ;Br Ile Thr Cys Arg é}a Ser GIn Asp Ile ger Asn Tyr
0

dazs



Leu Asn Trp
35
Tyr Tyr Thr
50
ser Gly Ser
65
Glu Asp pPhe

Thr Phe Gly

<210> 12
<211> 108
<212> PRT

Tyr

ser

Gly

Ala

Gln
100

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Leu

ASp

70

Tyr

Thr

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

<213> secuencia Artificial

<220>

Pro

40

Ser

Thr

cys

val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Pro Lys Leu

ser

60

Ser

ASn

Arg

45

Leu

Arg Phe ser

Ser

Thr

Leu

Leu

Gln

Pro
95

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<400> 12

Asp Ile GIn Met Ehr Gln
1

Asp Arg val

Leu Asn Trp
35

Tyr Tyr Thr
50

Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 13
<211> 113
<212> PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 13

Glu val Gln Leu val
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Ala Met s§r Trp val
3

Ser val Ile Ser Gly
50

gys Gly Arg Phe Thr
5

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile
70

Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

TYr

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly
ser
25

Pro

Ser

Asp

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Gly
10

Gly
Gly

Thr

Asn

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

ser
75

AsSp

Pro

ser

60

Ser

Asn

Arg

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Pro

sSer

30

Glu

Asp

Thr

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly
15

Ser
Trp

ser

Leu

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Gly

Tyr

val

val

Tyr
80

148



Leu GIn Met Asn ger Leu Arg Ala Glu ggp Thr ala val Tyr ;gr Cys
5

Ala arg Gly Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val
100 105

ser

<210> 14
<211> 117
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 14

Glu
1

ser
Phe

Ala

Ala

Leu

Leu Leu teu val
5

Leu Lys Leu Ser
20

Met Ser Trp val
35

Thr Ile Ser Asn
50

Gly Arg Phe Thr

GIn Met Ser Ser
85

Arg Phe Asp Gly
100

Thr val ser Ser
115

<210> 15
<211> 117
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

sintético

<400> 15
?1u val GIn Leu val Glu
5

Ser

Phe

Ala

Lys

Leu

Leu Arg Leu Ser
20 ,
Met Ser Trp val
35
Thr Ile Ser Asn
50

Gly Arg pPhe Thr

GIn Met Asn Ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser Gly Gly Gly
10

Ala Ala ser Gly
25

GIn Thr Pro Glu
40

Gly Thr Tyr Thr
55

Ser Lys Asp Asn

Lys Ser Glu Asp
20

Tyr Phe Asp Tyr
105

Secuencia Artificial

Ser Gly Gly Gly
10
Ala Ala ser Gly
25
GIn Ala Pro Gly
40

Gly Thr Tyr Thr
55

Ser Arg Asp Asn

Arg Ala Glu Asp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

110

Lys Pro
Phe Ser

30
Leu Glu
45
Pro Asp
ASn ASn

Met Tyr

GIn Gly

Gln Pro

Phe Ser
30

Leu Glu
45
Pro Asp

Asn Thr

val Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

Descripcion de la Secuencia Artificial: Polipéptido

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr val ser

Gly

Tyr

val

val

Cys

Thr

Gly

TYyr

val

val

Tyr

Cys

149



85

90

95

Ala Arg phe Asp Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 105 110

val Thr val Ser Ser
115

<210> 16
<211> 11
<212> PR

<213>

<220>

<223>

<400>

7
T

sintético

16

Glu val Gln Leu
1

ser

Phe

Ala

Ala

val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 17
<211> 17
<212> PR

<213>

<220>

<223>

Arg

sSer

35

Ile

Arg

Met

Phe

val
115

T

Leu

20

Trp

ser

Phe

Asn

100

Ser

sintético

<400> 17
&ys Ser Ser GIn Ser val Leu Tyr Ser igr Asn Gln Lys Asn Iyr Leu
5 5

Ala

<210> 18
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 18
Irp Ala ser Thr Arg Glu Ser
5

val
5
Ser
val
Asn
Thr
Ser
85

Gly

ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Secuencia Artificial

ser

Ala

Gln

Gly

55

sSer

Arg

Ile

Secuencia Artificial

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Arg

Ala

Phe

Gly Gly Leu val
10

ser

25

Pro

Tyr

ASp

Glu

105

Gly

Gly

Thr

ASN

AsSp

90

Tyr

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

Descripcion de Ta Secuencia Artificial: Polipéptido

Gln Pro Gly

Phe

Leu

45

Pro

AsSn

val

Gln

ser

30

Glu

AsSp

Thr

Tyr

Gly

Descripcidén de la Secuencia Artificial: Péptido

15

Asp

Trp

ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Leu



<210> 19

<211> 8

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcibn de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 19
His GIn Tyr Leu Ser Ser Tyr Thr
1 5

<210> 20

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Ta Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 20

Gly Tyr Thr Phe ghr Thr Tyr Trp Met Tgs

1

<210> 21

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido
sintético
<400> 21
%1y Tyr Ile Arg Pro Ser Thr Gly Tyr Igr Glu Tyr Asn Gln &ys Phe
5 5

Lys Asp

<210> 22

<211> 9

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia Artificial: péptido
sintético

<400> 22
?1a Arg Ser Arg Erp Leu Leu Asp Tyr

<210> 23

<211> 23

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 23

?sp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
5 10 15

Asp Arg val ;gr Ile Thr Cys

<210> 24
<211> 15
<212> PRT



<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 24

Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 25

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 25
Trp Phe GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala 550 Lys Leu Leu Ile Iyr
1 5 5

<210> 26

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<400> 26

Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gay Ser Gly Thr Asp i?e Thr

1 5 1

Leu Thr Ile ger Ser Leu Gln Pro g1u Asp Phe Ala Thr g%r Tyr Cys
0 5

<210> 27

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> '
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético
<400> 27
§1y val Pro ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp ;he Thr
5 10 5

Leu Thr Ile Sgr ser Leu GIn Pro Glu Asp phe Ala Thr g%r Phe Cys
25

<210> 28

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético
<400> 28
;he Gly GIn Gly Thr Lys val Glu 1le L%s Arg
5 1

<210> 29

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

oL



<400>

§1u val GIn Leu ¥a1 Glu ser Gly Gly ggy Leu val Gln Pro g;y Gly

Ser Leu Arg ESU Ser Cys Ala Ala Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29

25

30

13

PRT

Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Artificial: péptido

sintético
30

Irp val Arg GIn §1a Pro Gly Lys Gly isu Glu Trp val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

?rg Phe Thr Ile ?er Ala Asp Thr Ser L5s Asn Thr Ala Tyr Eeu GIn
1 5

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31
30
PRT
Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Artificial: polipéptido

sintético
31

32

10

PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial:

sintético
32

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

11

PRT

Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Artificial:

sintético

33

?rg Ala Ser GIn Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn
5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

7

PRT

Secuencia Artificial

Descripcion de la Secuencia Artificial:

sintético

34

Iyr Thr Ser Arg Leu His Ser
5

Péptido

Péptido

Péptido

(%)



<210> 35

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 35

GIn GIn Gly Asn Thr Leu Pro Tyr Thr

1 5

<210> 36

<211> 10

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220> . ’ . 3 . . ’ .

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 36

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Phe Met Ser

1 5

<210> 37

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> ) L

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético

<400> 37

Ala Thr Ile Ser Asn Gly Gly Thr Tyr Tgr Tyr Tyr Pro Asp ier val

1 5 1 5

Lys Gly

<210> 38

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidén de la Secuencia Artificial: Péptido
sintético
<400> 38
?1a Arg Phe Asp Gly Tyr Tyr phe Asp T%r
5 1

<210> 39
<211> 10
<212> PRT
<213> secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia Artificial: péptido
sintético

<400> 39
Q]a Arg Phe Asp §1y Tyr Ile Phe Asp Tyr
10

<210> 40
<211> 30
<212> PRT
<213> secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético



<400> 40
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser 5%5 Asn Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 41
<211> 11
<212> PR

<213>

<220>

<223>

T

sintético

<400> 41
Trp Gly GIn Gly Thr Leu
1 5

<210> 42
<211> 62

<212>
<213>

<400> 42
Met Ala Leu Pro Thr
1 5

Ala

Pro

Asp

GlIn

65

Arg

Ser

Glu

Asp

Thr

145

Arg

Leu

Pro

val

Leu

Ser

Gly

50

Leu

val

Thr

Asp

Ala

130

Lys

Leu

Ser

Gly

ser

2

PRT ]
Homo sapiens

Gly

Arg

35

val

Leu

Arg

Glu

Leu

115

Phe

Ala

Leu

Glu

195

Cys

Ser

20

Thr

Leu

Gly

Glu

Gln

100

AsSp

Ser

Asn

Pro

Ala

180

Phe

Pro

Leu

Leu

Ala

Phe

Leu

85

Leu

Ala

Gly

val

Ala

165

AsSp

val

Gly

Ala

Leu

Ala

Asn

Pro

70

Ala

Arg

Leu

Pro

150

Ala

val

Ala

Pro

Secuencia Artificial

val Thr val ser Ser

Arg

Phe

Gly

Pro

55

Cys

val

Cys

Pro

Gln

135

Leu

Leu

Arg

Glu

Leu

Pro

Leu

Glu

40

Pro

Ala

Ala

Leu

Leu

120

Ala

Leu

Ala

Ala

Ser

200

Asp

Leu

Leu

25

Thr

ASNn

Glu

Leu

Ala

105

Asp

Cys

Pro

Cys

Leu

185

Ala

Gln

10

Leu

10

Phe

Gly

Ile

val

Ala

90

His

Leu

Thr

Arg

Trp

170

Gly

Glu

ASD

Gly

Ser

GlIn

ser

Ser

75

Gln

Arg

Leu

Arg

Gly

Gly

Gly

val

Gln

ser

Leu

Glu

ser

60

Gly

Lys

Leu

Leu

Phe

140

Ala

val

Leu

Leu

Gln

Cys

Gly

Ala

45

Leu

Leu

Asn

Ser

Phe

125

Phe

Pro

Arg

Ala

Leu

205

Glu

Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido

Gly

Trp

30

Ala

Ser

Ser

val

Glu

110

Leu

Ser

Glu

Gly

Cys

190

Pro

Ala

15

Thr

15

val

Pro

Pro

Thr

Lys

Pro

Asn

Arg

Arg

Ser

175

Asp

Arg

Ala

Pro

Gln

Leu

Arg

Glu

80

Leu

Pro

Pro

Ile

Gln

160

Leu

Leu

Leu

Arg



Ala

225

Ser

Gln

Gln

Leu

Gly

Trp

Asp

Lys

Ile

Arg

Leu

Leu

Leu

465

Arg

Gln

Gln

ASp

210

Ala

val

Pro

Arg

Ar

29

Lys

Glu

Arg

His

Gln

370

Lys

ASn

Phe

Thr

ser

450

ASp

Leu

Ser

GlIn

Ala
530

Leu

Ser

Ile

Ser

275

Pro

Lys

Leu

val

Trp

Lys

val

Ala

435

Ser

Thr

Ala

Phe

Asn

515

val

Gln

Thr

Ile

260

Ser

Arg

Ala

Glu

Asn

340

Leu

Leu

Asn

Gly

val

Cys

Phe

Leu

500

val

Leu

Gly

Met

245

Arg

Arg

Phe

Arg

Ala

Ala

Asp

Gly

val

His

405

Gly

Tyr

Pro

Asp

Gln

485

Gly

ser

Pro

NO

AsSp

Ser

ASp

Arg

Glu

310

cys

Ile

Glu

Tyr

Thr

390

Glu

Arg

Pro

Pro

Pro

470

Asn

Gly

Met

Leu

215

Gly

Ala

Ile

Pro

Arg

Ile

val

Pro

Leu

Leu

375

Ser

Met

Gly

Gly

ser

455

Arg

Met

Ala

Asp

Thr
535

Pro

Leu

Pro

Ser

280

Glu

Asp

ASD

Phe

Tyr

360

Phe

Leu

ser

Gln

Tyr

440

Ser

Gln

Asn

Pro

Leu

520

val

Pro

Arg

Gln

265

Trp

val

Glu

Ala

Thr

345

Pro

Leu

Glu

Pro

Leu

425

Leu

Ile

Leu

Gly

Thr

505

Ala

Ala

Tyr

Gly

Gly

Arg

Glu

ser

Ala

330

Tyr

Gln

Lys

Thr

Gln

410

ASp

cys

Trp

ASp

ser

490

Glu

Thr

Glu

Gly

Leu

Ile

Gln

Lys

Leu

315

Leu

Glu

Gly

Met

Leu

395

val

Lys

Ser

Ala

val

475

Glu

ASp

Phe

val

220

Pro

Leu

val

Pro

Thr

300

Ile

Leu

Gln

Tyr

Ser

380

Lys

Ala

Asp

Leu

val

460

Leu

Tyr

Leu

Met

Gln
540

Pro

Pro

Ala

Glu

285

Ala

Phe

Ala

Leu

Pro

365

Pro

Ala

Thr

Thr

ser

445

Arg

Tyr

Phe

Lys

Lys

Lys

Ser

val

Ala

270

Arg

Cys

Tyr

Thr

Asp

350

Glu

Glu

Leu

Leu

Leu

430

Pro

Pro

Pro

val

Ala

510

Leu

Leu

Thr

Leu

255

Trp

Thr

Pro

Lys

Gln

335

val

Ser

Asp

Leu

Ile

415

Asp

Glu

Gln

Lys

Arg

Leu

Trp
240
Gly
Arg

Ile

Ser

Leu

val

Ile

Glu

400

Asp

Thr

Glu

Asp

Ala

480

Ile

Ser

Thr

Gly



Pro His
545

Asp Trp

Gly Leu

Met Gln

val Leu

610

<210> 43
<211> 28

val

Ile

Gln

Glu

595

Thr

5

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 43

Glu

Leu

Gly

Ala

val

Gly

565

Gly

Leu

Leu

Glu val Glu Lys Thr
1 5

Asp Glu

Asp Ala

Phe Thr
50

Tyr Pro
65

Phe Leu

Leu Glu

ser Pro

Gln Leu

130

Tyr Leu
145

Ser Ile

Gin Leu

Asn Gly

Pro Thr

210

Leu Ala

Ser

Ala

35

Tyr

Gln

Lys

Thr

Gln

115

ASp

Cys

Trp

Asp

Ser

195

Glu

Thr

Leu

20

Leu

Glu

Gly

Met

Leu

100

val

Lys

Ser

Ala

val

180

Glu

Asp

Phe

Ile

Leu

Gln

Tyr

Ser

85

Lys

Ala

Asp

Leu

val

165

Leu

Tyr

Leu

Met

Leu

550

GlIn

Ile

sSer

Ala

Ala

Phe

Ala

Leu

Pro

70

Pro

Ala

Thr

Thr

Ser

150

Arg

Tyr

Phe

Lys

Lys

Lys

Arg

Pro

Gly

Leu
615

Cys

Tyr

Thr

ASp

55

Glu

Glu

Leu

Leu

Leu

135

Pro

Pro

Pro

val

Ala

215

Leu

Ala

Gln

Asn

Thr

600

Leu

Pro

Lys

Gln

40

val

Ser

Asp

Leu

Ile

120

Asp

Glu

Gln

Lys

Arg

Glu

AsSp

Leu

Ser

Leu

val

Ile

Glu

105

Asp

Thr

Glu

Asp

Ala

185

Ile

ser

Thr

Glu

570

Tyr

Cys

Ala

Gly

10

Trp

Asp

Lys

Ile

Arg

90

val

Arg

Leu

Leu

Leu

170

Arg

Gln

Gln

Asp

Arg

555

Leu

Leu

Leu

Ser

Lys

Glu

Arg

His

Gln

75

Lys

Asn

Phe

Thr

Ser

155

ASp

Leu

Ser

Gln

Ala

His

Asp

val

Leu

Thr
620

Lys

Leu

val

Lys

His

Trp

Lys

val

Ala

140

ser

Thr

Ala

Phe

AsSn

220

val

Arg

Thr

Leu

Ala

Glu

AsSn

45

Leu

Leu

Asn

Gly

val

Cys

Phe

Leu

205

val

Leu

Pro

Leu

590

Pro

Ala

Arg

Ala

30

Ala

Asp

Gly

val

His

110

Gly

Tyr

Pro

Asp

Gln

190

Gly

ser

Pro

val

Leu

Gly

Glu

15

Cys

Ile

Glu

Tyr

Thr

95

Glu

Arg

Pro

Pro

Pro

175

ASn

Gly

Met

Leu

560

Leu

Ser

Pro

Ile

val

Pro

Leu

Leu

80

ser

Met

Gly

Gly

Ser

160

Arg

Met

Ala

Asp

Thr



225

val Ala Glu val GIn

245

Ala Glu Glu Arg His
26

GIn Asp AsSp Leu Asp
275

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

44
630
PRT .
Homo sapiens

44

met Ala Leu Pro Thr
1 5

Ala

Pro

Asp

Gln

65

Arg

Ser

Glu

ASD

Thr

145

Arg

Leu

Pro

val

Leu

ser

Gly

50

Leu

val

Thr

ASp

Ala

130

Lys

Leu

Ser

Gly

Ser

210

Ala

val

Gly

Arg

35

val

Leu

Arg

Glu

Leu

115

Phe

Ala

Leu

Glu

Arg

cys

Leu

Ser

Ser

20

Thr

Leu

Gly

Glu

Gln

100

Asp

Ser

Asn

Pro

Ala

180

Phe

Pro

GlIn

Thr

Leu

Leu

Ala

Phe

Leu

85

Leu

Ala

Gly

val

Ala

165

Asp

val

Gly

Gly

Met
245

230

Lys

Arg

Thr

Ala

Leu

Ala

Asn

Pro

70

Ala

Arg

Leu

Pro

Asp

150

Ala

val

Ala

Pro

Gly

Asp

Leu

Pro

Leu

Arg

Phe

Gly

Pro

55

cys

val

Cys

Pro

Gln

135

Leu

Leu

Arg

Glu

Leu

215

Gly

Ala

Leu

val

Gly

Pro

Leu

Glu

40

Pro

Ala

Ala

Leu

Leu

120

Ala

Leu

Ala

Ala

Ser

200

Asp

Pro

Leu

Leu

Leu

25

Thr

Asn

Glu

Leu

Ala

105

AsSp

Cys

Pro

Cys

Leu

185

Ala

Gln

Pro

Arg

Pro
250

Asp

Gly

Leu

10

Phe

Gly

Ile

val

Ala

90

His

Leu

Thr

Arg

Trp

Gly

Glu

ASp

Tyr

N

235

His

Trp

Leu

Gly

ser

Gln

ser

ser

75

Gln

Arg

Leu

Arg

Gly

Gly

Gly

val

Gln

Gly

Leu

val

Ile

Gln

Ser

Leu

Glu

Ser

60

Gly

Lys

Leu

Leu

Phe

140

Ala

val

Leu

Leu

Gln

220

Pro

Leu

240

Glu Gly Leu Lys

255

Leu Arg GIn Arg
27

Gly
285

cys

Gly

Ala

45

Leu

Leu

AsSn

ser

Phe

125

Phe

Pro

Arg

Ala

Leu

205

Glu

Pro

Pro

Gly

Trp

30

Ala

Ser

Ser

val

Glu

110

Leu

Ser

Glu

Gly

cys

190

Pro

Ala

Ser

val

Thr

15

val

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

Arg

ser

175

Asp

Arg

Ala

Thr

Leu
255

Pro

Leu

Arg

Glu

80

Leu

Pro

Pro

Gln

160

Leu

Leu

Leu

Arg

Trp

Gly



Gln

Gln

Leu

Gly

Trp

Asp

Lys

Ile

Arg

val

Pro

Leu

Leu

Ile

465

Leu

Gly

Thr

Ala

Ala

545

Glu

AsSp

Pro

Arg

Ar

29

Lys

Glu

Arg

His

Gln

370

Lys

Asn

Gln

Asp

Cys

450

Trp

ASp

Ser

Glu

Thr

530

Glu

Glu

ASp

Ile

Ser

275

Pro

Lys

Leu

val

355

His

Trp

Lys

val

Lys

Ser

Ala

val

Glu

515

Phe

val

Arg

Leu

Ile

260

ser

Arg

Ala

Glu

Asn

340

Leu

Leu

Asn

Gly

Ala

420

Asp

Leu

val

Leu

500

Leu

Met

Gln

His

Asp

Arg

Arg

Phe

Arg

AsSp

Gly

val

His

405

Thr

Thr

Ser

Arg

Tyr

Phe

Lys

Lys

Lys

Ser

Asp

Arg

Glu

310

Cys

Ile

Glu

Tyr

Thr

390

Glu

Leu

Leu

Pro

Pro

470

Pro

val

Ala

Leu

Leu

550

Pro

Leu

Ile

Pro

val

Pro

Leu

Leu

375

Ser

Met

Ile

Asp

Glu

455

Gln

Lys

Lys

Leu

Arg

Leu

val

Gly

Pro

sSer

280

Glu

Asp

Asp

Phe

Tyr

Phe

Leu

ser

Asp

Thr

440

Glu

ASp

Ala

Ile

Ser

520

Thr

Gly

Arg

Leu

Gln

265

Trp

val

Glu

Ala

Thr

345

Pro

Leu

Glu

Pro

Arg

425

Leu

Leu

Leu

Arg

Gln

505

Gln

ASD

Pro

Asp

Gly

Gly

Arg

Glu

Ser

Ala

330

Tyr

Gln

Lys

Thr

Gln

410

Phe

Thr

sSer

Asp

Leu

490

Ser

Gln

Ala

His

570

Leu

Ile

Gln

Lys

Leu

315

Leu

Glu

Gly

Met

Leu

395

Ala

val

Ala

ser

Thr

475

Ala

Phe

Asn

val

val

555

Ile

Gln

val

Pro

Thr

300

Ile

Leu

Gln

Tyr

ser

380

Lys

Pro

Lys

Phe

val

460

cys

Phe

Leu

val

Leu

540

Glu

Leu

Gly

Ala

Glu

285

Ala

Phe

Ala

Leu

Pro

365

Pro

Ala

Arg

Gly

Tyr

445

Pro

AsSp

Gln

Gly

ser

525

Pro

Gly

Arg

Gly

Ala
270
Arg
Cys
Tyr
Thr
Asp
350
Glu
Glu

Leu

Arg

Pro
Pro
Asn
Gly
5

Met
Leu
Leu
Gln

Ile

Trp

Thr

Pro

Lys

GlIn

335

val

Ser

Asp

Leu

Pro

415

Gly

Gly

Ser

Arg

Met

495

Ala

ASD

Thr

Lys

Arg

575

Pro

Arg

Ile

ser

Leu

val

Ile

Glu

400

Leu

Gln

Tyr

Ser

Gln

480

Asn

Pro

Leu

val

Ala

560

Gln

Asn



580

Gly Tyr Leu val Leu

595

Pro Cys Leu Leu Gly

610

Leu Ala Ser Thr Leu

625

<210> 45
<211> 293
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 45
§1u val Glu Lys

AsSp

ASp

Phe

Tyr

65

Phe

Leu

Ser

AsSp

Thr

145

Glu

ASp

Ala

Ile

Ser

225

Thr

Glu

Ala

Thr

50

Pro

Leu

Glu

Pro

Ar

13

Leu

Leu

Leu

Arg

Gln

210

Gln

Asp

ser

Ala

35

Tyr

GIn

Lys

Thr

GlIn

115

Phe

Thr

Ser

Asp

Leu

195

Ser

Gln

Ala

Leu

20

Leu

Glu

Gly

Met

Leu

100

Ala

val

Ala

ser

Thr

180

Ala

Phe

AsSn

val

Thr
5
Ile
Leu
Gln
Tyr
Ser
85
Lys
Pro
Lys
Phe
val
165
Cys
Phe
Leu

val

Leu
245

585

590

Asp Leu Ser Met GIn Glu Ala Leu Ser Gly Thr
600 605

Pro Gly Pro val Leu Thr val Leu Ala Leu Leu

Ala
630

Ala

Phe

Ala

Leu

Pro

70

Pro

Ala

Arg

Gly

Tyr

150

Pro

ASp

GlIn

Gly

ser

230

Pro

615

cys

Tyr

Thr

Asp

55

Glu

Glu

Leu

Arg

Arg

135

Pro

Pro

Pro

Asn

Gly

Met

Leu

Pro

Lys

Gln

40

val

Ser

Asp

Leu

Pro

120

Gly

Gly

ser

Arg

Met

200

Ala

ASp

Thr

Ser

Leu

val

Ile

Glu

105

Leu

Gln

Tyr

Ser

Gln

185

Asn

Pro

Leu

val

Gly

10

Trp

AsSp

Lys

Ile

Arg

90

val

Pro

Leu

Leu

Ile

170

Leu

Gly

Thr

Ala

Ala

Lys

Glu

Arg

His

GlIn

75

Lys

Asn

GIn

Asp

cys

155

Trp

Asp

ser

Glu

Thr

235

Glu

620

Lys

Leu

val

Trp

Lys

val

Lys

140

Ser

Ala

val

Glu

ASp

220

Phe

val

Ala

Glu

Asn

45

Leu

Leu

Asn

Gly

Ala

Asp

Leu

val

Leu

Tyr

205

Leu

Met

Gln

Arg

Ala

30

Ala

ASp

Gly

val

His

110

Thr

Thr

Ser

Arg

Tyr

Phe

Lys

Lys

Lys

Glu

15

Cys

Ile

Glu

Tyr

Thr

95

Glu

Leu

Leu

Pro

Pro

175

Pro

val

Ala

Leu

Leu
255

Ile

val

Pro

Leu

Leu

80

ser

Met

Ile

ASp

Glu

160

Gln

Lys

Lys

Leu

Ar

24

Leu



Gly Pro His val Glu Gly Leu Lys Ala Glu Glu Arg His Arg Pro val
260 265 270

Arg Asp Trp ITe Leu Arg GIn Arg GIln Asp Asp Leu Asp Thr Leu Gly
275 280 285

Leu Gly Leu GIn Gly
290

<210>

46

<211> 285
<212> PRT

<213>

<400> 46
ésp val Glu Arg Ehr Thr Cys

Asp

Asp

Phe

Tyr

65

Phe

Leu

Ser

GlIn

Cys

145

val

Gln

Ser

Pro

Leu

225

val

Glu

Ala

Thr

50

Pro

Leu

Glu

Ala

Leu

130

Leu

Ile

Leu

Gly

Thr

210

Ala

Ala

AsSn

Ala

35

Tyr

Gln

Lys

Thr

Gln

115

Asp

Cys

Gly

Asp

ser

195

Glu

Thr

Glu

Leu

20

Leu

Glu

Gly

Met

Leu

100

val

Lys

Ser

Ala

val

180

Glu

ASp

Phe

val

Ile

Leu

Gln

Tyr

Ser

85

Lys

Ala

Asp

Leu

val

165

Leu

TYyr

Leu

Met

Gln
245

Phe

Ala

Leu

Pro

70

Pro

Ala

Thr

Thr

ser

150

Arg

TYr

Phe

Lys

Macaca fascicularis

Tyr

Ala

Asp

55

Glu

Glu

Leu

Leu

val

135

Pro

Pro

Pro

val

Ala

215

Leu

Leu

Pro

Lys

Gln

40

val

ser

Asp

Leu

Ile

120

Asp

Glu

GlIn

Lys

Lys

Leu

Arg

Leu

Pro

Leu

val

Ile

Asp

Thr

Arg

ASp

Ala

185

Ile

Ser

Arg

Gly

Glu

10

Arg

ASp

Lys

Ile

Arg

90

val

Arg

Leu

Leu

Leu

170

Arg

Arg

Gln

Glu

Pro
250

Lys

Glu

Arg

His

Arg

75

Lys

ser

val

Thr

Ser

155

ASp

Leu

Pro

Gln

Ala

235

His

Glu

Leu

val

Trp

Lys

val

Ala

140

Ser

Thr

Ala

Phe

Asn

220

val

val

val

Glu

Asp

45

Leu

Leu

Asn

Gly

val

125

Phe

val

Cys

Phe

Leu

205

val

Leu

Glu

His

Ala

30

Ala

Asp

Gly

val

His

110

Gly

Cys

Pro

Gly

Gln

190

Gly

Ser

Pro

Gly

Glu

15

Cys

Ile

Glu

His

Thr

95

Glu

Arg

Pro

Pro

Pro

175

Asn

Gly

Met

Leu

Leu
255

Ile

val

Pro

Leu

Leu

80

ser

Met

Gly

Gly

ser

160

Arg

Met

Ala

Asp

Thr

240

Lys



val Glu Glu Gln

260

GIn Asp Asp Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

47

285
PRT
Rattus sp.

47

275

ésp Thr Glu GIn

ASp

ASp

Phe

Tyr

65

Phe

Pro

ASD

Lys

TYyr

145

val

His

Ser

Ser

Ile

225

val

Thr

Glu

Gly

Thr

50

Pro

Arg

ASp

Ala

Leu

130

Leu

Met

teu

Gly

Ar

21

Ala

Ala

Glu

Asn

Thr

35

Tyr

Gln

Tyr

Thr

Gln

115

Asp

Cys

Trp

Gly

Leu

195

Glu

Thr

Glu

Glu

Leu

20

Leu

Glu

Gly

val

val

100

val

Glu

Asp

Leu

Ile

180

Glu

ASp

Phe

val

Asp
260

His

ASp

Lys
5
Ile
Leu
Gln
Tyr
Ser
85
ASn
Ile
Asp
Phe
val
165
Leu
Tyr
Leu
Lys
Gln

245

Lys

Ser

Thr

Ala

Phe

Ala

Leu

Pro

70

Pro

Thr

Ala

Ile

ser

150

Gly

Tyr

Phe

Arg

Lys

Ser

Pro

Leu

Cys

Tyr

Gly

ser

55

Glu

Glu

Leu

Leu

val

135

Pro

Leu

Gln

Glu

Ala

215

Leu

Leu

Pro

val

Gly

Pro

Gln

Gln

40

Ile

ser

AsSp

Leu

val

120

Lys

Gln

His

Lys

Gln

Leu

val

Arg

Leu

Pro

Asn

25

Met

Phe

Leu

Ile

Ala

ASp

Asp

Ala

185

Ile

Ser

val

Gly

Asp

Gly

Gly

10

Trp

Asp

Lys

Ile

Arg

90

val

Cys

Leu

Leu

Leu

170

Cys

Arg

Gln

Asp

Pro

250

Asp

Trp

Leu

Lys

Glu

Leu

His

Ser

TYyr

Asp

His

Asp

Ser

Thr

His

Ala

235

His

Trp

Ile

Gln

Glu

Leu

val

Lys

60

Gln

Trp

Lys

Leu

Asn

140

Ala

Lys

Ala

Phe

Asn

220

Leu

Ile

Leu

Leu Lys GIn Arg
270

Gly

Pro

Glu

Asn

45

Leu

Leu

ASn

Gly

Arg

125

Ile

Ile

Cys

Phe

Leu

205

val

val

Gly

Phe

AsSn
Ala
30

Glu
Asp
Gly
val
Gln
110
Gly
Pro
Pro
ser
Gln
190
Gly
Ser

Gly

ASD

278

val

15

Cys

Ile

Lys

His

Thr

95

Lys

Gly

Leu

ser

Gln

175

AsSn

Gly

Met

Leu

Leu

255

GIn

val

val

Pro

Thr

Phe

80

Ser

Met

Gly

Ser

Ser

160

Arg

val

Ala

ASp

Ser

240

Lys

Gln



GIn Lys Asp Leu
275

<210> 48

<211> 285
<212> PRT

<213>
<400> 48

Mus sp.

ésp Ala Glu G1n

ASp

ASp

Phe

Tyr

65

Phe

Pro

Asn

Gln

Tyr

145

val

Hi's

Ser

ser

Ile

225

val

Thr

Gln

<210> 49

Glu

Gly

Thr

50

Pro

Arg

ASp

Ala

Leu

130

Leu

Met

Leu

Gly

val

210

Ala

Ala

Glu

Lys

ASp

Thr

35

Tyr

Gln

Tyr

Thr

Gln

115

Asp

Cys

Trp

Gly

Leu

195

Lys

Thr

Glu

Glu

Asp
275

Leu

20

Met

Glu

Gly

val

val

100

Ala

Glu

Asp

Leu

Leu

180

Glu

Asp

Phe

val

Asp

260

Leu

Asp
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Glu
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Trp
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<211> 8
<212> PRT o
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:

sintética

<400> 49 ] ] _ )
HiSs HIs His His His His His His
1 S5

<210> 50

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:

sintética

<400> 50 ]
His His His His His His
1 5

<210> 51

<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51
Glu val Glu Lys
1

<210> 52
<211> 4
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 52
ésp Ala Glu Gln

<210> 53
<211> 4

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 53
Asp val Glu Arg
1

<210> 54

<211> 81

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
&ys Asp Thr Leu Asp Thr Leu Thr Ala Phe Tyr
5 10

Ser Leu Ser Pro Glu Glu Leu Ser Ser val Pro
25

Ala val Arg Pro Gln Asp Leu Asp Thr Cys Asp
35 40

val LSU Tyr Pro Lys Ala Arg Leu Ala Phe Gln
5 55

Glu Tyr phe val Lys Ile GIn Ser Phe Leu Gly
65 70 75

Pro Gly

Pro Ser

Pro Arg
45

Asn Met
60

Gly Ala

Tyr

Ser

30

Gln

Asn

Pro

8xHis etiqueta

6xHis etiqueta

Leu Cys
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Ile Trp

Leu Asp

Gly Ser

Thr Glu
80



ASp

<210> 55
<211> 81
<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 55
iys Asp Thr val

Ser Leu Ser Pro
Ala val Arg Pro

val Leu Tyr Pro
50

Glu Tyr pPhe val
65

Asp

<210> 56
<211> 81
<212> PRT

<213> Rattus sp.

<400> 56
$1u Asp Ile val

Asp Phe Ser Pro
20
Leu val Gly Leu
35
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50

Glu Tyr phe Glu
65

AsSp

<210> 57
<211> 81
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 57
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50 55 60

Glu Tyr Phe Glu Lys Ile Lys Thr Phe Leu Gly Gly Ala Ser val Lys
65 70 75 80

Asp

<210> 58
<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58
&ys Asp Thr Leu

<210> 59
<211> 4
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 59
g]u Asp Met val

<210> 60
<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60
Ihr Ala Phe Tyr

<210> 61
<211> 4
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 61
Gly Asp Ile Pro
1

<210> 62

<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62
$1u Glu Leu Ser

<210> 63
<211> 4
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 63
§1n ASp Leu His

<210> 64
<211> 4

<212> PRT
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;ro Ser Ser Ile

<210> 65
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<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 65
ier Ser val Met

<210> 66
<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66
Ihr Cys Asp Pro

<210> 67
<211> 4
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 67
Lys Cys Ser Gln
1

<210> 68

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68
GIn Leu Asp val Leu
1 5

<210> 69
<211> 5
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 69
gis Leu Gly Leu %eu

<210> 70

<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70
Met Asn Gly Ser
1

<210> 71
<211> 4
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 71
Xa] Ser Gly Leu

<210> 72

<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
Ero Thr Glu Asp

<210> 73
<211> 4
<212> PRT
<213> Mus sp.



<400> 73
ier Thr Lys Asp

<210> 74
<211> 4
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 74
Ser val Lys Asp
1
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BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo (nosotros)

domiclliado(s) en

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
ylo BEATRIZ JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO
EASTMAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogota,
Colombia, apoderados verdaderos Y legales con poder
aspecial, amplio y suficiente, para recabar de las oficinas y
tutoridades colombianas administrativas, judiciales y de
policfa, en cualquier instancia o recurso, la obtencién de
patentes de invencién, registros de marcas, disefios
industriales, modelos de utilidad, depdsitos de nombres
comerciales y ensefias, registros de derechos de autor y
contratos sobte los mismos, obtencién de cerificados de
obtentor de variedades vegetales, as! como sus prérrogas,
renovaciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre
y/o domicilio; elaborar, tramitar y registrar contratos de
licencia y licencias de cualesquiera clases; intervenir como

-demandante 0 como demandado en cualquler instancia y

'scurso ante cualquier juez, corporacién, funcionario publico
0 autoridad en acciones judiciales, administrativas y de
policla tales como: aposiciones al registro de marcas;
acciones de caducidad, cancelacién y nulidad; acciones
reivindicatorias, acclones derivadas de la obtencién o
explotacién de licencias; acciones de competencia desleal;
demandas penales; acclones de indemnizacién  de
perjuicios, raclamos y observaciones a solicitudes de
patentes, disefios industriales, modelos de utilidad, en el
efercicio de medidas cautslares y en otras acciones o
medidas similares.

A este efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraclones,  oposiciones, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravémenes prescritos por la ley, renunciar o desistir a
derechos concedidos o. en curso de concesion; recibir toda

. clase de documentos y valores, dando el descargo

espectivo, y, en general, para dar ants dichas autoridades
todos los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas
las medidas que creyeren conducentes al résguardo de mis
(nuestros intereses), con todas las demds facultades legales
necesarias.

Este poder comprande la facultad de ratificar o confirmar en

»

mi  (nuestro) nombre lo actuado asf como la facultad de
desistir, transigir, comprometer, y la de sustituiro en todo o
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro{amos)
& JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o
HECTOR GOMEZ MEJIA, domiciliado(s) en la Carrera 7
No. 16-56 Piso 9, mis (nuestros) apoderados en Colombia,
con facultades para recibir notificaciones y designar
apoderados judiclales o extrajudiciales.

Otorgado y firmado en

hoy de de T 200_
Firma

Nombre

Cargo

POWER OF ATTORNEY

I (We) Genentech, Inc.
1DNA Way

domiciledin  South San Francisco, California 94080-4990

USA

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogotd, Colombia, my (our) true and lawful attorneys with
special, ample and sufficient powsr to obtain from the
Colombian administrative, judicial and police offices and
authorities, in any Instancs, privileges of patents of
invention, registration of trademarks, industrial designs and
utiity models; registration of commercial names and
emblems, registration of copyright and contracts related
therato, certificates of obtainers of vegetables varieties, as
well as extensions, renewals and recordal of assignments
and changes of name and domicile related to the above; to
prepare, prosecute and register ficenses of any kind; to act
as plaintiff or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, comoration, public official or authonty in
judicial, administrative and police actions, such as:
oppositions to the registration of trademarks; caducity,
cancellation and nullity actions; claim actions derived from
the obtaining or explotation of licenses, action of unfair
competition; criminal proceedings, actions for payment of
damages: claims or observations on patent applications,
models, industrial designs and utility models; in the exerciss
of preventive measures and in other actions or similar
proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nultities, appeals and claims; to
pay taxes, quotas and assessments prescribed by law,
renounce or walve the rights granted or in the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, In general, to
take before said authorities the necessary steps 1o such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the safeguard of my (our) interest(s) with all the other
necessary legal powers,

This power Includes the faculty to ratify or confirm desist,
settle and compromise on my {our) behalf, and to substitute
this power in whole or in part and to revoke substitutions, At
the same time | (We) hereby appoints JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO andior BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiciled in Carrera 7 No. 16-56, Piso 9,
my  (our) attorney(s) in fact, with powers to receive

notifications and to designate judicial and extrajudicial
attorneys,

South San -Francisco, California
Granted and signed in USA

this  Oth 4oy fPecembayy;

Signature7r’ ,ﬁ -

Name Timothy R, Schwartz, Ph, D,

Tile Section Patent Counsel
Authorized Corporate Signatory
Genentech) Ine,

8
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Docket No. P4532R1;WO
ASSIGNMENT
WHEREAS, Mark DENNIS, Suzanna J. SCALES, Susan D. SPENCER, and Yin ZHANG
(each an "ASSIGNOR"), have invented a new and useful invention in
ANTI-MESOTHELIN ANTIBODIES AND IMMUNOCONJUGATES
for which an International Patent Application Serial NoPCT/US11/65895 ! (Docket No.

S )
P4532R1-WO) has beenfiled by themon_12/19/2011 ™ “nich application claims the banefit

of Serlal No. 61/459962; and

WHEREAS, GENENTECH, INC., a corporation organized and existing under and by virtue
of the laws of the_State of Delaware, having a place of business at 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to said invention, and
in and to the Letters Patents to be obtained therefor;

. NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged, the
undersigned ASSIGNOR(S) have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the said
GENENTECH, INC., its successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest,
including all rights under the Paris Convention for the Protection of Industrial Property, in and to
sald invention, and in and to any and all applications filed and Letters Patents granted and issued
therefor, or any continuation, division, renewai, or substitute thereof, and as to Letters Patents any
relssue or re-examination thereof, not only for, to, and in the United States of America, its territories
and possessions, but for, to and in all other countries: and it has been and is hereby authorized and
requested that the appropriate government agencies issue said Letters Patents to said
GENENTECH, INC.,.in accordance with this Assignment. o o i

The undersigned ASSIGNOR(S) covenant and agree to cooperate with GENENTECH,
INC., to enable said GENENTECH,.INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest
herein conveyed in the United States and foreign countries. Such cooperation by the undersigned
ASSIGNOR(S) includes prompt production of pertinent facts and documents, glving of testimony,
exetution of petitions, oaths, specifications, declarations or other papers, and other assistancs, all
to the extent deemed necessary or desirable by said GENENTECH, INC., (a) for perfecting the
right, title and interest herein conveyed:; (b) for prosecuting any of said applications; (c) for filing and
prosecuting applications for reissuance of any of sald patents; (d) for interference or other priority
proceedings involving said invention; and (e) for legal proceedings involving said invention and any
applications therefor and any patents granted thereon, including without: limitation opposition
proceedings, cancellation proceedings, priority contests, public use proceedings, Infringement
actions and court actions; provided, howaver, that the expense incurred by the undersigned
ASSIGNOR(S) in providing such cooperation shall be paid for by said GENENTECH, INC.

The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH,
- INC., its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon the
undersigned ASSIGNOR(S), their respective heirs, legal representatives and assigns.

The undersigned ASSIGNOR(S) hereby warrant and represent that they have not entéred
and will not enter into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith.

f Assignors hereby authorize Genentech, Inc., and thelr representatives and assigns to insert
the apptication number and filing date information when they become known.

Page | of 2
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IN WITNESS WH lé(EOF I/we undersign as follows;
! » j
ey
: /// [/ ////////7/ / (? /
Mark DENNTSE ¥ D
Mailing address:
1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
. Citizenship: United States of America (US)

Suzanna J. SCALES Date
Mailing address:
1 DNA Way ,
. South San Francisco, CA 94080
Cltizenship: United Kingdom (GB)

Susan D. SPENCER : . Date
Malling address:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
Citizenship: United States of America (US)

NN T K )9‘/ 7 / /]

Yin ZHANGI) - "Date
Mailing address:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
Citizenship: China (CN) :

Page 2 of 2




Docket No. P4532R1-WO

ASSIGNMENT

WHEREAS, Mark DENNIS, Suzanna J. SCALES, Susan D. SPENCER, and Yin ZHANG

(each an "ASSIGNOR"), have invented a new and useful invention In
" ANTI-MESOTHELIN ANTIBODIES AND IMMUNOCONJUGATES

for which an International Patent Application Serial NoPCT/US11/65895 ! (Docket No.

S ,.
P4532R1-WO) has been filed by themon_12/19/2011 "™ \which application claims the benefit

of Serial No. 61/459962; and

WHEREAS, GENENTECH, INC., a corporation organized and existing under and by virtue
of the laws of the State of Delaware, having a place of business at 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080-4990, is desirous of acquiring an interest in and to said invention, and
in and to the Letters Patents to be obtained therefor;

. NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged, the
undersigned ASSIGNOR(S) have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the.sald
GENENTECH, INC., its successors and assigns, the full and exclusive right, titte and interest,
including all rights under the Paris Convention for the Protection of Industrial Property, in and to
sald Invention, and In and to any and all applications filed and Letters Patents granted and issued
therefor, or any continuation, division, renewal, or substitute thereof, and as to Letters Patents any
reissue or re-examination thereof, not only for, to, and in the United States of America, its territories
and possesslons, but for, to and in all other countries; and it has been and is hereby authorized and
requested that the appropriate government agencles issue said Letters Patents to said
GENENTECH, INC.,.in accordance with this Assignment, o C : ’

. The undersigned ASSIGNOR(S) covenant and agree to cooperate with GENENTECH,
INC., to enable said GENENTECH, .INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and Interest
herein conveyed in the United States and foreign countries. Such cooperation by the undersigned
ASSIGNOR(S) includes prompt production of pertinent facts and documents, giving of testimony,
execution of petitions, caths, specifications, declarations or other papers, and other assistance, all
to the extent deemed necessary or desirable by said GENENTECH, INC., (a) for perfecting the
right, title and interest herein conveyed; (b) for prosecuting any of sald applications; (c) for filing. and
prosecuting applications for reissuance of any of sald patents; (d) for interference or other priority
proceedings invélving said invention; and (e) for legal proceedings Involving said invention and any
applications therefor and any patents granted therson, including without limitation opposition
proceedings, cancellation proceedings, priority contests, public use proceedings, infringement
actions and court actions; provided, however, that the expense Incurred by the undersigned
ASSIGNOR(S) In providing such cooperation shall be pald for by said GENENTECH, INC.

The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH,
. INC,, its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon the
undersigned ASSIGNOR(S), their respective heirs, legal representatives and assigns.

The undersigned ASSIGNOR(S) hereby warrant and represent that they‘have not entered
and will not enter into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith.

! Asslgnors hereby authorize Genentech, Inc., and their representatives and assigns to insert
the application.number and filing date Information when they become known.
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IN WITNESS WHEREOF |/we undersign as follows;

Mark DENNIS
Mailing address:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
Citizenship: United States of America (US)

Date

Suzanna J. SCALES
Mailing address:

1 DNA Way :

South San Francisco, CA 94080
Citizenship: United Kingdom (GB)

Date

(L:.. P .,/’.w - - l
i I hpeeer  ee A 201
Susan D. SPENCER / Date
Mailing address:
1 DNA Way
.South San Francisco, CA 94080
Citizenship: United States of America (US)
Yin ZHANG Date
Mailing address:
1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
Citizenship: China (CN)
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Docket No. P4532R1-WO

ASSIGNMENT

WHEREAS,.Mark DENNIS, Suzanna J. SCALES, Susan D. SPENCER, and Yin ZHANG

(each an "ASSIGNOR"), have invented a new and useful invention in
" ANTI-MESOTHELIN ANTIBODIES AND IMMUNOCONJUGATES

for which an International Patent Application Serial NoPCT/US11/65895 ! (Docket No.
P4532R1-WO) has been filed by themon _12/19/2011 , which application claims the benefit
of Serlal No. 61/459962; and ' ‘

WHEREAS, GENENTECH, INC., a corporation organized and existing under and by virtue
of the laws of the State of Delaware, having a place of business at 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080-4990, Is desirous of acquiring an interest In and to said Invention, and
in and to the Letters Patents to be obtained therefor; . ’

NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

That for good and valuable consideration the receipt of which is hereby acknowledged, the
undersigned ASSIGNOR(S) have and do hereby sell, assign, transfer and set over unto the sald
GENENTECH, INC., its successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest,
including all rights under the Parls Convention for the Protection of Industrial Property, in and to
said invention, and in and to any and all applications filed and Letters Patents granted and issued
therefor, or any continuation, division, renewal, or substitute thereof, and as to Letters Patents any
relssue or re-examination thereof, not only for, to, and in the United States of America, its territories
and possessions, butfor, to and in all other countries: and it has been and Is hereby authorized and

requested that the appropriate government agencles issue. said Letters Patents to said

GENENTECH, INC.,.In accordance with this Assignment.

The undersigned ASSIGNOR(S) covenant and agree to cooperate with GENENTECH,
INC., to enable said GENENTECH,.INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest
herein conveyed in the United States and foreign countrles. Such cooperation by the undersigned
ASSIGNOR(S) includes prompt production of pertinent facts and documents, glving of testimony,

execution of petitions, oaths, specifications, declarations or other papers, and other assistance, all

to the extent deemed necessary or desirable by saild GENENTECH, INC., (a) for perfecting the
right, title and interest herein conveyed; (b) for prosecuting any of said applications; (c) for filing and
prosecuting applications for reissuance of any of said patents; (d) for interference or other priority
proceedings involving said invention; and (e) for legal proceedings involving said invention and any
applications therefor and any patents granted thsreon, including without: limitation opposition

proceedings, cancellation proceedings, priority contests, public use proceedings, infringement’

actlons and court actions; provided, however, that the expense incurred by the undersigned
ASSIGNOR(S) in providing such cooperation shall be paid for by said GENENTECH, INC,

The terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH,
. INC., its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon the
undersigned ASSIGNOR(S), their respactive helirs, legal representatives and assligns.

The undersigned ASSIGNOR(S) hereby warrant and represent that they have not entéred
and will not enter into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith.

! Assignors hereby authorize Genentech, Inc., and their representatives and assigns to insert
the application number and filing date Information when they become known.
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"IN WITNESS WHEREOF l/we undersign as follows;

Mark DENNIS Date
Mailing address:
: 1 DNA Way
South San Francisco, CA 94080
Citizenship: United States of America (US)

Bz o DO0Alee V2, 8,1
Suzanna J. SCALES : . Date
Mailing address: :

~ 1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
Citizenship: United Kingdom (GB)

Susan D. SPENCER Date
Malling address: :

1 DNA Way -

South San Francisco, CA 94080
Citizenship: United States of America (US)

Yin ZHANG . Date
Malling address: -
1DNAWay
South San Francisco, CA 94080
Citizenship: China (CN)
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TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A
GENENTECH, INC., firmado por los cedentes y el cesionario.

OFICINA DE MARCAS Y PATENTES ESTADOS UNIDOS
Bajo el Secretario de Comercio para la Propiedad Intelectual y Director de la Oficina de Marcas y Patentes
de los Estados Unidos

Enero 9, 2012

PTAS
DANIELLE M. PASQUALONE
1 DNA Way
MS 49
South San Francisco, CA 94080

Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos
Notificacién de Registro de Documento de Cesion

El documento anexo ha sido registrado por la Division de Cesiones de la Oficina de Marcas y Patentes de los
Estados Unidos. Una copia microfilmada completa se encuentra disponible en la Sala de Bisquedas de Cesiones
en el rollo y cuadro cuyo nombre de referencia aparece mas adelante.

Por favor revise toda la informacion que contiene esta notificacion. La informacion contenida refleja los datos
presentes en el Sistema de Cesiones de Marcas y Patentes. Si encuentra errores o tiene preguntas con respecto
a este documento, puede contactar al funcionario cuyo nombre aparece en esta notificacion, marcando el 571-
272-3350. Las solicitudes de correccion se pueden enviar a: U.S. Patent and Trademark Office, Mail Stop:
Assignment Services Branch, P.Q. Box 1450, Alexandria, VA 22313.

Fecha de Registro: 01/06/2012 Rollo/Cuadro: 027495/0100
Numero de paginas: 8

Resumen: Cesion de interés del cedente (véase documento para detalles)

Numero de Expediente de Abogado: P4532R1-WO

Cedente:
DENNIS, Mark Fecha del documento; 12/09/2011

Cedente:
SCALES, Suzanna J. Fecha del documento: 12/08/2011

Cedente:
SPENCER, Susan D. Fecha del documento: 12/14/2011

Cedente: '
ZHANG, Yin Fecha del documento: 12/09/2011

Cesionario:

GENENTECH, INC.

1 DNA Way

MS 49

South San Francisco, CA 94080

G



Pagina 2

Numero de solicitud:
Nimero de patente:
Namero PCT. US1165895

Titulo:

SUCURSAL DE SERVICIOS DE CESIONES
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS

Fecha de presentacion:
Fecha de expedicion:



CESION DE PATENTE

Version electrénica v1.1
Version de la hoja v1.1

TIPO DE PRESENTACION: CESION NUEVA
NATURALEZA DEL ACUERDO: CESION
DATOS DE LA PARTE CEDENTE
Nombre Fecha de ejecucion

Mark Dennis 12/09/2011

Suzanna J. Scales 12/08/2011

Susan D. Spencer 12/14/2011

Yin Zhang 12/09/2011

DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

Nombre; Genentech, Inc.
Direccion: 1 DNA Way
Direccién interna: MS 49

Ciudad: South San Francisco
Estado/Pals: CALIFORNIA
Codigo Postal: 94080

NUMERO DE PROPIEDADES Total: 1

Tipo de Propiedad Numero

Numero PCT: US1165895

DATOS DE CORRESPONDENCIA

Numero de Fax: (650) 952 9881
Teléfono: 650 467 0594
Correo electronico: pasqualone.danielle@gene.com

La correspondencia ser4 enviada por Correo de Estados Unidos cuando los intentos de hacerlo
por fax no sean exitosos.

Nombre del destinatario: Danielle M. Pasqualone

Direccién Linea 1: 1 DNA Way
Direccién Linea 2: MS#49
Direccién Linea 4: South San Francisco, CALIFORNIA 94080

NUMERO DE EXPEDIENTE DE ABOGADO: | P4532R1-WO
NOMBRE DEL REMITENTE: Danielle M. Pasqualone




Expediente de Abogado No. P4532R1-WO

CESION

CONSIDERANDO QUE, Mark Dennis, Suzanna J. Scales, Susan D. Spencer y Yin Zhang
(cada uno de ellos un “CEDENTE"); han inventado una invencion nueva y Gtil en

ANTICUERPOS ANTI-MESOTELINA E INMUNOCONJUGADOS

para la cual se presentd una solicitud de patente internacional con Serial No. PCT/US2011/65895
"(Expediente de abogado No. P4532R1-WO) el 19 de diciembre de 2011; cuya solicitud reivindica el
beneficio del Serial No. 61/459962; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacion organizada y existente bajo y
por virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, yeny
para las patentes que se obtendran de la misma;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dichos CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan a dicha
GENENTECH, INC. sus sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo
incluyendo todos los derechos bajo la Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad
Industrial, en y para dicha invencion, y en y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y
emitan para la misma o cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucion de la misma, y en
cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y en todos los otros paises; y
se ha'y por la presente se autoriza y solicita que las agencias gubernamentales respectivas emitan
dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.

Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar
a dicha GENENTECH, INC., el disfrute hasta su maxima extension del derecho, titulo e interés aqui
cedido en Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye la
pronta produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones,
juramentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra ayuda todas hasta el punto
considerado necesario o deseable por dichas GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho,
titulo e interés aqui cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para presentar y
procesar solicitudes de reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia
u otros procesos de prioridad que involucran dicha invencién; y (e) para procedimientos legales que
involucran dicha invencion y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la
misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion, procedimientos de cancelacion, disputas
de prioridad, procesos de uso pblico, acciones de violacion y acciones de la corte: con la condicion
que los gastos incurridos por dichos CEDENTES al proporcionar dicha cooperacion deban ser
pagados por GENENTECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENENTECH,
INC. sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos
CEDENTES, sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entrara
en ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

' Los cedentes por la presente autorizan a GENENTECH, INC. y sus representantes y designados a
ingresar la informacion del niumero de solicitud y fecha de presentacién cuando se conozcan.
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EN TESTIMONIO DE LO CUAL se suscriben como sigue:

(firma) 12/09/2011
MARK DENNIS Fecha
Direccién de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
Ciudadania: Estados Unidos de América (US)

SUZANNA J. SCALES Fecha
Direccion de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080

Ciudadania: Reino Unido (GB)

SUSAN D. SPENCER Fecha
Direccion de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080

Ciudadania: Estados Unidos de América (US)

(firma) 12/09/2011
YIN ZHANG Fecha
Direccién de correspondencia:
1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
Ciudadania: China (CN)

6%



Expediente de Abogado No. P4532R1-WO

CESION

CONSIDERANDO QUE, Mark Dennis, Suzanna J. Scales, Susan D. Spencer y Yin Zhang
(cada uno de ellos un "“CEDENTE"); han inventado una invencién nueva y (til en

ANTICUERPOS ANTI-MESOTELINA E INMUNOCONJUGADOS

para la cual se presentd una solicitud de patente internacional con Serial No. PCT/US2011/65895
%Expediente de abogado No. P4532R1-WO) el 19 de diciembre de 2011; cuya solicitud reivindica el
beneficio del Serial No. 61/459962; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacién organizada y existente bajo y
por virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, yeny
para las patentes que se obtendran de la misma:;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dichos CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan a dicha
GENENTECH, INC. sus sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo
incluyendo todos los derechos bajo la Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad
Industrial, en y para dicha invencion, y en y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y
emitan para la misma o cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucion de la misma, y en
cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y en todos los otros paises:; y
se ha y por la presente se autoriza y solicita que las agencias gubernamentales respectivas emitan
dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.

Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar
a dicha GENENTECH, INC., el disfrute hasta su maxima extension del derecho, titulo e interés aqui
cedido en Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye la
pronta produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones,
juramentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y ofra ayuda todas hasta el punto
considerado necesario o deseable por dichas GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho,
titulo e interés aqui cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para presentar y
procesar solicitudes de reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia
u otros procesos de prioridad que involucran dicha invencién; y (e) para procedimientos legales que
involucran dicha invencion y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la
misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de oposicion, procedimientos de cancelacion, disputas
de prioridad, procesos de uso publico, acciones de violacion y acciones de la corte: con la condicion
que los gastos incurridos por dichos CEDENTES al proporcionar dicha cooperacion deban ser
pagados por GENENTECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENENTECH,
INC. sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos
CEDENTES, sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entrara
en ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

2 .
. Los cedentes por la presente autorizan a GENENTECH, INC. y sus representantes y designados a
ingresar la informacién del numero de solicitud y fecha de presentacién cuando se conozcan.
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EN TESTIMONIO DE LO CUAL se suscriben como sigue:

MARK DENNIS Fecha
Direccidn de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080

Ciudadania: Estados Unidos de América (US)

SUZANNA J. SCALES Fecha
Direccion de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080

Ciudadania: Reino Unido GB)

(firma) 12/14/2011
SUSAN D. SPENCER Fecha
Direccién de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
Ciudadania: Estados Unidos de América (US)

YIN ZHANG Fecha
Direccion de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080

Ciudadania: China (CN)



Expediente de Abogado No. P4532R1-WO

CESION

CONSIDERANDO QUE, Mark Dennis, Suzanna J. Scales, Susan D. Spencer y Yin Zhang
(cada uno de ellos un “CEDENTE"); han inventado una invencion nueva y Gtil en

ANTICUERPOS ANTI-MESOTELINA E INMUNOCONJUGADOS

para la cual se presentd una solicitud de patente internacional con Serial No. PCT/US2011/65895
}Expediente de abogado No. P4532R1-WO) el 19 de diciembre de 2011; cuya solicitud reivindica el
beneficio del Serial No. 61/459962; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacién organizada y existente bajo y
por virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San
Francisco, California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, y en y
para las patentes que se obtendran de la misma;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dichos CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan a dicha
GENENTECH, INC. sus sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo
incluyendo todos los derechos bajo la Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad
Industrial, en y para dicha invencion, y en y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y
emitan para la misma o cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucion de la misma, y en
cuanto a patentes cualquier reemision o reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones, sin para, por y en todos los otros paises: y
se ha y por la presente se autoriza y solicita que las agencias gubernamentales respectivas emitan
dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con esta cesion.

Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar
a dicha GENENTECH, INC., el disfrute hasta su méxima extension del derecho, titulo e interés aqui
cedido en Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye fa
pronta produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones,
juramentos, especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra ayuda todas hasta el punto
considerado necesario o deseable por dichas GENENTECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho,
titulo e interés aqui cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; () para presentar y
procesar solicitudes de reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia
u otros procesos de prioridad que involucran dicha invencion; y (e) para procedimientos legales que
involucran dicha invencion y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la
misma, incluyendo sin limitacion procedimientos de-oposicién, procedimientos de cancelacion, disputas
de prioridad, procesos de uso publico, acciones de violacion y acciones de la corte; con la condicién
que los gastos incurridos por dichos CEDENTES al proporcionar dicha cooperacién deban ser
pagados por GENENTECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENENTECH,
INC. sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos
CEDENTES, sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entrara
en ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

_3 Los cedeptes por la presente autorizan a GENENTECH, INC. y sus representantes y designados a
ingresar la informacién del nimero de solicitud y fecha de presentacién cuando se conozcan,



EN TESTIMONIO DE LO CUAL se suscriben como sigue:

MARK DENNIS Fecha
Direccion de correspondencia;

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080

Ciudadania: Estados Unidos de América (US)

(firma) 12/08/2011
SUZANNA J. SCALES Fecha
Direccion de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080
Ciudadania: Reino Unido GB)

SUSAN D. SPENCER Fecha
Direccion de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080

Ciudadania: Estados Unidos de América (US)

YIN ZHANG Fecha
Direccion de correspondencia:

1 DNA Way

South San Francisco, CA 94080

Ciudadania: China (CN)



BUDAPEST RESTRICTED CERTIFICATE OF DEPOSIT
BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL RECOGNITION OF
THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE
INTERNATIONAL FORM
RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT ISSUED PURSUANT TO RULE 7.3
AND VIABILITY STATEMENT ISSUED PURSUANT TO RULE 10.2

The American Type Culture Collection (ATCC®) has received your deposit of seeds/strain(s)/strain(s) in connection

with the filing of an application for patent. The following information is provided to fulfill Patent Office requirements.

Ms. Danielle M Pasqualone,
Genentech Inc

1 DNA Way

South Sanfrancisco, CA 94080

Deposited on Behalf of: Genentech Inc

Date of Receipt of seeds/strain(s) by the ATCC®: November 09, 2010

Identification Reference by Depositor: ATCC ®Patent Deposit Designation: Quantity Received:
Mouse Hybridoma: MPF:3542 (19C3.1.2) PTA-11464 25 vials

The ATCC® understands that:

1. The deposit of these seeds/strain(s) does not grant ATCC® a license, either express or implied, to infringe the
patent, and our release of these seeds/strain(s) to others does not grant them a license, either express or
implied, to infringe the patent.

2. If the deposit should die or be destroyed during the effective term of the patent, it shall be your responsibility
to replace it with viable material. It is also your responsibility to supply a sufficient quantity for distribution for
the deposit term. ATCC® will distribute and maintain the material for 30 years or 5 years following the most
recent request for the deposit, whichever is longer. The United States and many other countries are signatory
to the Budapest Treaty.

Prior to the issuance of a U.S. Patent, the ATCC® agrees in consideration for a one-time service charge, not to
distribute these seeds/strain(s) or any information relating thereto or to their deposit except as instructed by the
depositor or relevant patent office. After relevant patent issues we are responsible to release the seeds/strain(s) and
they will be made available for distribution to the public without any restrictions. We will inform you of requests for the
seeds/strain(s) for 30 years from date of deposit.

Doc ID: 20127

Revision: 2

Effective Date: 10/13/2009
Page 1 of 2



The deposit was tested November 29, 2010 and on that date, the seeds/strain(s) were viable
International Depository Authority: American Type Culture Collection (ATCC®), Manassas, VA, USA

Signature of person having authority to represent ATCC®:

Oightally gned by Latha Ramakiishnan

Latha Ra ma kri Sh na knn: chatatha Ramaksishnan, ceATCC, ouniPLS "

" Bate!2010.12.01 10:41:06 0800

December 01, 2010

ATCC® Patent Depository Date

Ref: Docket or Case No. PR4532

Doc ID: 20127

Revision: 2

Effective Date: 10/13/2009
Page 2 of 2
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

(24342
o

\
NIT : 800.176.089-2
-/-

(%

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 13 - 0041751

Bogota D.C., Mayo 03 de 2013 - 12:33:21

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

NI 860.047.372

TIPO PAGQO BANCQO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA No. PAGQ FECHA PAGQ

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

VR PAGO

062754387 11.213.400.00

426513231 02/05/2013

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFPTO Vr UNDITARIQ . Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 7 TILOS-TRAMITES DE SOL. DE DISENOS 500.000.00 500.000.00

OGS RIS $500.000.00
SON: **QUINIENTOS Mi SOS MONEDA CORRIENTE***

Re§gonsable:

******

v

Recibo de Caja Aplié%/o al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Sede Centro:
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co

» Mayo 3 de 2013 - 12:33:20

AR

Fecha: 2013-06-04 15.:58:18  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 190

Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2
.-

. . RECIBO DE CAJA No. 13 - 0053646
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogoté D.C., Junio 04 de 2013 - 15:42:00
RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A. NI 860.047.372 R

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO

RECIBODE CA 999999999 41756 03/05/2013 600.000.00
RECIBODE CA 999999999 46941 15/05/2013 1.200.000.00

falalad Cnnr‘p'ntnq Pagados *™**

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
60 50005-01-01 SOLICITUDES 129)7' agm_o/{c&%%&T\CTENTE UNITARIA 30.000.00 1.800.000.00

$1.800.000.00

SON: **UN MILL&OACUTE;N OCHOCIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: /-7

Recibo de'Caja Aplicad0 al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

T A
R ST

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Wob: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Junio 4 do 2013 - 15:42:01
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e : ISTA DE CHEQUEO

e . L
Yoed ustrin v%om rcio ' ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES
*s"i;—ﬁ*é—m-ﬁ*gﬁ”s""&%’m

: PENTETR
PATENTE DE INVENCION [ ] MODELO DE" UTILIDAD ] Art 33 Declsion 486/00

D Indicacién Que se solicita una patente,
Datos de Identificacién de| solicitante o
‘ D Descripcién de Ia invencién
, D Dibujos de ser estos pedinenies
D Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descue
Completa - D ' o Incompleta D

de la persona que presenta la solicitug

nto)

PATENTE DE INVENCION PeT [X]. MopeLo pE UTILIDAD PT ] Art33 Decisign 486100, Circular Unica

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud €n espaiiol, tal como .fu
reivindicatorio, resumen)

HESPY

Dibujos de ser estos pertinentes

(Art. 119 Decisién 486/00)
L:] Indicacién que se solicita Disefio industrial : .
D Datos de identificacién del solicitante o de I3 persona que presenta la solicitud

D Representacion gréfica y fotogréfica d
disefio- '

Comprobante de pago de las tasag establecidas

Completa D :

- ESQUEMA DE TRAZADO ]

Incompleta D

(Art. 92 Decisién 486/00)

Indicacién que se solicita un esquema de trazado

Datos de-identiﬁcaclén del solicitante o de |a persbna qQue presenta Ia solicitud.

Representacion gréfica de un €squema de trazado

Uooo

Comprobante de Pago de las tasag establecidas

Completa D C | lncomf?leta D

SUF’ERINTENDENCIA DE INDUSTRIA COMERCIO
I
i
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Act. 411 PRESENTACION Folios: 490 e
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