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ANTICUERPOS ANTI-FGFR2IIIB AFUCOSILADOS

CAMPO DE LA INVENCION
Se proporcionan anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los miembros de la familia del factor del crecimiento de los
fibroblastos (FGF) se unen a cuatro receptores de tirosina cinasa conocidos,
receptores del factor del crecimiento de los fibroblastos 1-4 (FGFR1-4) y sus
isoformos, con los diferentes FGFs que se unen a diferentes FGFRs en varios
grados (Zhang et al., J. Biol. Chem. 281:15694, 2006). Una secuencia de proteina
de FGFR2 humano es proporcionada en, por ejemplo. GenBank Locus AF487553.
Cada FGFR consiste de un dominio extracelular (ECD) que comprende tres
dominios (D1, D2 y D3), similares a inmunoglobulina (Ig), una sola hélice
transmembranal, y un dominio de cinasa catalitico intracelular (Mohammadi et al.,
Cytokine Growth Factor Revs, 16:107, 2005). Existe una extensién contigua de
aminoacidos acidos en el enlazante entre D1 y D2 llamada la “casilla acida” (AB).
Se cree que la region que contiene D1 y AB esta implicada en la autoinhibicion del
receptor, el cual no es relevado por la unién al ligando. Los FGFs se unen a los
receptores principalmente a través de regiones en D2 y D3 de los receptores. Los
FGFRs se caracterizan por multiples empalmes alternativos de sus ARNms,
conduciendo a una variedad de isoformos (Ornitz et al., J. Biol. Chem. 271:15292,
1996; véase tambien Swiss-Prot P21802 y los isoformos P21802-1 a -20 para
secuencias de FGFR2 y sus isoformos). De manera notable, existen formas que
contienen los tres dominios de Ig (isoformo a) o Gnicamente los dos dominios D2 y
D3 de Ig sin el dominio D1 (isoformo B). En el FGFR1 - FGFR3, todas las formas
contienen la primera mitad de D3 denotada por Illa, pero pueden ser utilizados dos
exones alternativos para la segunda mitad de D3, conduciendo a las formas Ilb y
lllc. Para el FGFR2, esas son denotadas respectivamente como FGFR2IIlb vy
FGFR2lllc (o sélo FGFR2b y FGFR2c); las formas beta correspondientes son
denotadas como FGFR2(beta)lllb y FGFR2(beta)lllc. La forma FGFR2IIIb del
FGFR2 (también denotada como K-sam-Il) es un receptor de alta afinidad para
ambos miembros de la familia FGF1 y KGF (FGF7, FGF10, y FGF22) mientras
que el FGFR2Illc (tambien denotado como K-sam-l) se une a ambos de FGF1 y
FGF2 también pero no se une a los miembros de la familia de KGF (Miki et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:246, 1992). En realidad, el FGFR2IlIb es el Gnico

receptor para los miembros de la familia del KGF (Ornitz et al., 1996, op. cit.) y por



lo tanto también es designado como KGFR.

Los FGFRs y sus isoformos son expresados de manera diferencial
en varios tejidos. EI FGFR2IlIIb (y las formas Illlb del FGFR1 y FGFR3) es
expresado en tejidos epiteliales, mientras que el FGFRIllc es expresado en tejidos
mesenquimales (Duan et al., J. Biol. Chem. 267:16076, 1992; Ornitz et al., 1996,
op. cit). Ciertos ligandos de FGF de esos receptores tienen un patron de
expresion opuesto. De este modo, los miembros de la subfamilia del KGF,
incluyendo FGF7 (KGF), FGF10, y FGF22, se unen unicamente al FGFRIilb
(Zhang et al., op. cit.) y son expresados en tejidos mesenquimales de modo que
pueden ser efectores paracrinos de células epiteliales (Ornitz et al., 1996, op. cit.).
En contraste, los miembros de la subfamilia del FGF4 se unen al FGFR2llIc y son
expresados en linajes tanto epiteliales como mesenquimales de modo que pueden
tener funciones autocrinas o paracrinas. Debido a los patrones de expresion de los
isoformos de FGFR2 y sus ligandos, el FGFR2 juega un papel en las interacciones
epiteliales-mesenquimales (Finch et al., Dev. Dyn. 203:223, 1995), de modo que
no es sorprendente que la modificacion del FGFR2IlIb en ratones conduzca a
defectos embridnicos severos y letalidad (De Moerlooze et al., Development
127:483, 2000).

El KGF (FGF7) y KGFR (FGFR2Illb) son sobreexpresados en
muchos canceres pancreaticos (Ishiwata et al., Am. J. Pathol. 153: 213, 1998), y
su coexpresion se correlaciona con un pobre pronéstico (Cho et al., Am. J. Pathol.
170:1964, 2007). Las mutaciones somaticas del gen de FGFR2 fueron
encontradas en 12% de un panel grande de carcinomas endometriales (uterinos),
y en varios casos probados fueron requeridos para la supervivencia de células
tumorales (Dutt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105:8713, 2008). En dos tumores
se encontré que la mutacion del FGFR2 es la misma que la sustitucion S252W
asociada con el sindrome de Apert. La amplificacion y scbreexpresiéon del FGFR2
esta asociada con el tipo difuso, no diferenciado del cancer gastrico, que tiene un
pronostico particularmente pobre, y la inhibicion de la actividad de FGFR2 por
compuestos de molécula pequefa que inhibieron potencialmente la proliferacién
de esas celulas cancerosas (Kunii et al., Cancer Res. 68:2340, 2008; Nakamura et
al., Gastroenterol. 131:1530, 2006).

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En algunas modalidades, es proporcionado un anticuerpo anti-
FGFR2IlIb, donde la region variable de cadena pesada comprende: (i) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (ii) HVR-H2 que



comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; y (iii) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8; y donde la regién
variable de cadena ligera comprende: (iv) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 9; (v) HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 10; y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 11; donde el anticuerpo esta afucosilado. En
algunas modalidades, el anticuerpo carece de fucosa Asn297. En algunas
modalidades, son proporcionadas composiciones que comprenden una pluralidad
de anticuerpos anti-FGFR2IlIb, donde la region variable de cadena pesada de
cada anticuerpo anti-FGFR2IlIb en la composicion comprende: (i) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (ii) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; y (iii) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8; y donde la region
variable de cadena ligera de cada anticuerpo anti-FGFR2IlIb en la composicidn
comprende: (iv) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 9; (v) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 10; y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 11; donde al menos 95% de los anticuerpos en la composicion estan
afucosilados. En algunas modalidades, la composicion puede ser un sobrenadante
de una linea celular productora de anticuerpo. En algunas modalidades, la
composicion puede ser una composicion amortiguada. En algunas modalidades, el
dominio variable de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 4. En algunas modalidades, el dominio variable de cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En algunas
modalidades, el dominio variable de cadena pesada comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y el dominio variable de cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En algunas
modalidades, la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 2. En algunas modalidades, la cadena ligera comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3. En algunas modalidades, la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y la cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3. En algunas
modalidades, es proporcionada una composicion que comprende una pluralidad
de anticuerpos anti-FGFR2IlIb afucosilados, donde los anticuerpos compiten por la
union al FGFR2IlIb con un anticuerpo que comprende un dominio variable de

cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4



y un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 5.

En algunas modalidades, los anticuerpos son anticuerpos
monoclonales. En algunas modalidades, los anticuerpos son anticuerpos
quiméricos. En algunas modalidades, los anticuerpos son anticuerpos
humanizados. En cualquiera de las modalidades descritas aqui, los anticuerpos
pueden comprender una region constante de cadena ligera k. En cualquiera de las
modalidades descritas aqui, los anticuerpos pueden comprender una region
constante de cadena pesada IgG1.

En algunas modalidades, los anticuerpos tienen actividad de ADCC
mejorada in vitro comparada con los anticuerpos anti-FGFR2IIIb fucosilados que
tienen la misma secuencia de aminoacidos. En algunas modalidades, los
anticuerpos anti-FGFR2IlIb afucosilados causan una lisis especifica que es al
menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al
menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 60, al menos 65, al menos 70, o al
menos 75 puntos porcentuales de la lisis especifica con anticuerpos anti-
FGFR2IIIb fucosilados. En algunas modalidades, la actividad de ADCC es
determinada usando células Ba/F3 que expresan FGFR2IlIb como celulas blanco
y PBMCs humanas aisladas como células efectoras.

En algunas modalidades, los anticuerpos tienen afinidad mejorada
por Fc gamma RIIIA en comparacion con los anticuerpos anti-FGFR2IlIb
fucosilados que tienen la misma secuencia de aminoacidos. En algunas
modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IlIb afucosilados se unen a Fc gamma
RIIIA con al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5
veces, al menos 7 veces, al menos 10 veces, al menos 12 veces, al menos 15
veces, al menos 17 veces, o al menos 20 veces mayor afinidad que los
anticuerpos  anti-FGFR2IIIb fucosilados. En algunas modalidades, la afinidad por
Fc gamma RIIIA es determinada usando resonancia plasmoénica superficial. En
algunas modalidades, Fc gamma RIIIA es seleccionado de Fc gamma RIIIA(V158)
y Fc gamma RIIIA(F158). En algunas modalidades, el Fc gamma RIIIA es Fc
gamma RIIIA(V158).

En cualquiera de las modalidades descritas aqui, los anticuerpos
pueden unirse a FGFR2IIIb pero no a FGFR2llIc.

En cualquiera de las modalidades descritas aqui, una composicion
que comprende una pluralidad de anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados

comprende al menos 95% de anticuerpos afucosilados. En cualquiera de las



modalidades descritas aqui, una composicion que comprende una pluralidad de
anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados puede tener fucosilacion detectable. En
algunas modalidades, la presencia de fucosa puede ser determinada por un
método que comprende cromatografia de liquidos de alto desempefo, (HPLC),
electroforesis capilar, o espectrometria de masas MALDI-TOF.

En algunas modalidades, se proporcionan células anfitrionas que
comprenden acido nucleico que codifica para un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
descrito aqui, donde la célula anfitriona carece de un gen alfa-1,6-
fucosiltransferasa (FUT8) funcional. En algunas modalidades, la celula anfitriona
es una célula CHO.

En algunas modalidades, son proporcionados meétodos para producir
anticuerpos anti-FGFR2IlIb afucosilados. En algunas modalidades, un meétodo
comprende cultivar una célula anfitriona bajo condiciones adecuadas para
expresar acido nucleico que codifica para el anticuerpo anti-FGFR2IIIb, donde la
célula anfitriona carece de un gen alfa-1,6-fucosiltransferasa funcional (FUT8). En
algunas modalidades, un meétodo para producir anticuerpos anti-FGFR2IlIb
afucosilados comprende cultivar la célula anfitriona bajo condiciones adecuadas
para producir un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado. En algunas
modalidades, el meétodo comprende ademas recuperar el anticuerpo anti-
FGFR2IlIb producido por la célula anfitriona. En algunas modalidades, menos del
5% de los anticuerpos anti-FGFR2IIIb producidos por la célula anfitriona
comprenden fucosa. En algunas modalidades, al menos 95% de los anticuerpos
anti-FGFR2IlIb producidos por la célula anfitriona carecen de fucosa (es decir,
estan afucosilados). En algunas modalidades, la fucosa es indetectable en los
anticuerpos anti-FGFR2IIIb producidos por la célula anfitriona. En algunas
modalidades, la presencia de fucosa es detectada por un método que comprende
HPLC., electroforesis capilar, o espectrometria de masas MALDI-TOF.

En algunas modalidades, son proporcionadas composiciones
farmaceuticas, donde la composicion farmacéutica comprende anticuerpos anti-
FGFR2lIIb afucosilados descritos aqui y un portador farmacéuticamente
aceptable.

En algunas modalidades, se proporcionan métodos de tratamiento de
cancer. En algunas modalidades, un método comprende administrar una cantidad
efectiva de una composicion farmacéutica que comprende los anticuerpos anti-
FGFR2IIIb afucosilados descritos en la presente y un portador farmacéuticamente

aceptable. En algunas modalidades, el cancer es seleccionado de cancer gastrico,



cancer de mama, cancer de ovario, cancer endometrial, cancer pancreatico, y
cancer esofagico. En algunas modalidades, el cancer es cancer gastrico. En
algunas modalidades, el cancer comprende una amplificacion del gen de FGFR2.
En algunas modalidades, la amplificacion de FGFR2 comprende una relacion de
FGFR2:CEN10 (centromero del cromosoma 10) de >3. En algunas modalidades,
el cancer sobreexpresa FGFR2IllIb. En algunas modalidades, un cancer que
comprende la amplificacion de FGFR2 sobreexpresa FGFR2IlIIb en un grado
mayor que FGFR2lllc. En algunas modalidades, un cancer que comprende la
amplificacion de FGFR2 expresa FGFR2IIIb a un nivel normalizado que es mayor
de 2 veces, 3 veces, 5 veces, o 10 veces mayor que el nivel normalizado de
expresion de FGFR2lllc. En algunas modalidades, los niveles de expresién son
normalizados a GUSB. En algunas modalidades, el cancer sobreexpresa
FGFR2IlIb pero no comprende la amplificacion del gen de FGFR2, En algunas
modalidades, la expresion o sobreexpresion de FGFR2llIb es determinada por
IHC. En algunas modalidades, la tincion 1+, 2+ o 3+ de las células tumorales por
IHC indica sobreexpresion de FGFR2IIIb. En algunas modalidades, la tincién 2+ o
3+ en ceélulas tumorales por IHC indica sobreexpresion de FGFR2IlIb. En algunas
modalidades, la tincion con IHC es calificada como se describe en el Ejemplo 6.

En algunas modalidades, un método de tratamiento de cancer
comprende ademas administrar al menos un agente terapéutico adicional
seleccionado de un agente de platino, paclitaxel, ABRAXANE®, docetaxel,
gemcitabina, capecitabina, irinotecano, epirrubicina, FOLFOX, FOLFIRI,
leucovorina, fluorouracilo, mitomicina C, y clorhidrato de doxorrubicina. En algunas
modalidades, el agente de platino es seleccionado de cisplatino, oxaliplatino, y
carboplatino. En algunas modalidades, un meétodo de tratamiento de cancer
comprende ademas administrar paclitaxel. En algunas modalidades, un método de
tratamiento de cancer comprende ademas administrar cisplatino y/o 5-FU.

En algunas modalidades, se proporcionan usos de una composicion
farmacéutica que comprende los anticuerpos anti-FGFR2IlIb afucosilados
descritos en la presente y un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas
modalidades, ese uso es para tratar el cancer en un individuo con cancer. En
algunas modalidades, el cancer es seleccionado de cancer gastrico, cancer de
mama, cancer de ovario, cancer endometrial, cancer pancreatico, o cancer
esofagico. En algunas modalidades, el cancer es cancer gastrico. En algunas
modalidades, el cancer comprende una amplificacion del gen de FGFR2. En

algunas modalidades, la amplificacién de FGFR2 comprende una relacion de
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FGFR2:CEN10 (centrémero del cromosoma 10) de >3. En algunas modalidades,
el cancer sobreexpresa FGFR2llIb. En algunas modalidades, un cancer que
comprende la amplificacion de FGFR2 sobreexpresa FGFR2IlIb en un grado
mayor que FGFR2Illc. En algunas modalidades, un céancer que comprende la
amplificacion de FGFR2 expresa FGFR2IlIb a un nivel normalizado que s mayor
de 2 veces, 3 veces, 5 veces, o 10 veces mayor que el nivel normalizado de
expresion de FGFR2lllc. En algunas modalidades, los niveles de expresion son
normalizados a GUSB. En algunas modalidades, el cancer sobreexpresa
FGFR2IlIb pero no comprende amplificacion del gen de FGFR2. En algunas
modalidades, la expresion o sobreexpresion de FGFR2llIb es determinada por
IHC. En algunas modalidades, la tincion 1+, 2+ o 3+ de las celulas tumorales por
IHC indica sobreexpresion de FGFR2IIIb. En algunas modalidades, la tincién 2+ o
3+ en células tumorales por IHC indica sobreexpresion de FGFR2lIIb. En algunas
modalidades, la tincion con IHC es calificada como se describe en el Ejemplo 6.

En algunas modalidades, son proporcionadas composiciones
farmaceuticas para tratar el cancer, donde la composicion farmacéutica
comprende los anticuerpos  anti-FGFR2IIIb afucosilados descritos en la presente
y un portador farmaceuticamente aceptable. En algunas modalidades, el cancer es
seleccionado de cancer gastrico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer
endometrial, cancer pancreatico, o cancer esofagico. En algunas modalidades, el
cancer es cancer gastrico. En algunas modalidades, el cancer comprende una
amplificacion del gen de FGFR2. En algunas modalidades, la amplificacion de
FGFR2 comprende una relacion de FGFR2:CEN10 (centromero del cromosoma
10) de >3. En algunas modalidades, el cancer sobreexpresa FGFR2IlIb. En
algunas modalidades, un cancer que comprende la amplificacion de FGFR2
sobreexpresa FGFR2Illb en un grado mayor que FGFR2lllc. En algunas
modalidades, un cancer que comprende la amplificacion de FGFR2 expresa
FGFR2IlIb a un nivel normalizado que es mayor de 2 veces, 3 veces, 5 veces, 0
10 veces mayor que el nivel normalizado de expresion de FGFR2lllc. En algunas
modalidades, los niveles de expresion son normalizados a GUSB. En algunas
modalidades, el cancer sobreexpresa FGFR2Illb pero no comprende la
amplificacion del gen de FGFR2. En algunas modalidades, la expresion o
sobreexpresion de FGFR2IIb es determinada por IHC. En algunas modalidades,
la tincion 1+, 2+ o 3+ de las células tumorales por IHC indica sobreexpresion de
FGFR2IlIb. En algunas modalidades, la tincion 2+ o 3+ en células tumorales por

IHC indica sobreexpresion de FGFR2IlIb. En algunas modalidades, la tincion con
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IHC es calificada como se describe en el Ejemplo 6.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1A a 1C muestran la actividad de ADCC de aFGFR2bA
afucosilado y aFGFR2bF fucosilado contra celulas Ba/F3 que expresan
FGFR2lllb, como se discute en el Ejemplo 3. En las leyendas, “aFGFR2bF /
FGFR2b" indican que el anticuerpo aFGFR2bF fucosilado fue probado contra
células blanco Ba/F3 que expresan FGFR2IIIb.

Las Figuras 2A a 2D muestran la eficacia de aFGFR2bA afucosilado
y aFGFR2bF fucosilado en un modelo de xenoinjerto de cancer gastrico OCUM-
2M, a (Ay B) 10 mg/Kg y (C y D) 3 mg/Kg, como se discute en el Ejemplo 4.

Las Figuras 3A y 3B muestran la eficacia dependiente de la dosis de
aFGFR2bA afucosilado en un modelo de xenoinjerto de cancer gastrico OCUM-
2M, como se discute en el Ejemplo 4.

Las Figuras 4A y 4B muestran la eficacia de la terapia de
combinacion con aFGFR2bA afucosilado y paclitaxel en un modelo de xenoinjerto
de cancer gastrico OCUM-2M, como se discute en el Ejemplo 4.

Las Figuras S5A y 5B muestran la eficacia de la terapia de
combinacion con aFGFR2bA afucosilado y 5-FU/cisplatino en un modelo de
xenoinjerto de cancer gastrico OCUM-2M, como se discute en el Ejemplo 4.

Las Figuras 6A y 6B muestran la eficacia de aFGFR2bA afucosilado
en un modelo de xenoinjerto de cancer de mama MFM-223, como se discute en el
Ejemplo 4.

La Figura 7 muestra el perfil de glicano del anticuerpo de aFGFR2b
producido en (A) células CHOK1SV Potelligent® y (B) células CHOK1SV, como se
describe en el Ejemplo 1.

La Figura 8 muestra diagramas esquematicos de glicanos ligados a
N tipicamente encontrados en anticuerpos.

La Figura 9 muestra la ADCC de células Ba/F3 FGF2b con
concentraciones crecientes de aFGFR2bA o aFGFR2bF. Los ensayos fueron
efectuados con PBMC humanas normales a una relacion de E:T de 25:1, como se
describe en el Ejemplo 5. Los datos se graficaron como liberacién de LDH.

La Figura 10 muestra la ADCC de células OCUM-2M con
concentraciones crecientes de aFGFR2bA o aFGFR2bF. Los ensayos fueron
efectuados con PBMC humanas normales a una relacion de E:T de 25:1. Como se
describe en el Ejemplo 5. Los datos se graficaron como el porciento de lisis

especifica.
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Las Figuras 11A a 11F muestran la deteccion de FGFR2IIIb en
muestras de tejido tumoral usando inmunohistoquimica, como se describe en el
Ejemplo 6.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se proporcionan anticuerpos afucosilados gue se unen a FGFR2IlIb.
En algunas modalidades, también son proporcionadas cadenas pesadas vy
cadenas ligeras del anticuerpo afucosilado que son capaces de formar anticuerpos
que se unen a FGFR2llIlb. En algunas modalidades, son proporcionados
anticuerpos afucosilados, cadenas pesadas, y cadenas ligeras que comprende
una o mas regiones hipervariables particulares (HVRs). En algunas modalidades.
los anticuerpos anti-FGFR2IlIb afucosilados tienen actividad de ADCC mejorada
con relacion a anticuerpos anti-FGFR2IlIb fucosilados. En algunas modalidades,
los anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados tienen afinidad mejorada por Fc
gamma RIIIA con relacion a anticuerpos anti-FGFR2IlIb fucosilados. En algunas
modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados tienen afinidad
mejorada por Fc gamma RIIIA(V158) con relacion a anticuerpos anti-FGFR2IlIb
fucosilados. En algunas modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IlIb
afucosilados tienen afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA(F158) con relacion a
anticuerpos anti-FGFR2IlIb fucosilados. En algunas modalidades, los anticuerpos
anti-FGFR2IIIb afucosilados no se unen a FGFR2Illc.

Son proporcionados polinucledtidos que codifican para anticuerpos
que se unen a FGFR2Illb. Son proporcionados también polinucledtidos que
codifican para cadenas pesadas o cadenas ligeras del anticuerpo. Son
proporcionadas ceélulas anfitrionas que expresan los anticuerpos anti-FGFR2IlIb
afucosilados. Son proporcionados métodos de tratamiento que usan los
anticuerpos afucosilados para FGFR2IlIb. Esos meétodos incluyen, pero no se
limitan a, métodos de tratamiento de cancer, como el cancer gastrico, cancer de
mama, cancer de ovario, cancer endometrial, cancer pancreatico, y cancer
esofagico.

Los encabezados de seccion usados en la presente son para
propositos organizativos unicamente y no deben ser interpretados como limitantes
de la materia objeto descrita.

Todas las referencias citadas en la presente, incluyendo las
solicitudes de patentes, publicaciones de patente, y numeros de acceso del
GenBank se incorporan en la presente como referencia, como si cada referencia

individual fuese indicada especifica e individualmente como incorporada como
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referencia en su totalidad.

Las tecnicas y procedimientos descritos o referidos aqui son
generalmente bien comprendidas y comunmente empleadas usando la
metodologia convencional por aquellos expertos en la técnica, como, por ejemplo,
las metodologias ampliamente utilizadas descritas en Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual 3rd. edition (2001) Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al. eds., (2003)): the series METHODS IN
ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J.
MacPherson, B. D. Hames and G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow and Lane, eds.
(1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, and ANIMAL CELL CULTURE
(R. I. Freshney, ed. (1987)); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984);
Methods in Molecular Biology, Humana Press, Cell Biclogy: A Laboratory
Notebook (J. E. Cellis, ed., 1998) Academic Press; Animal Cell Culture (R. I.
Freshney), ed., 1987); Introduction to Cell and Tissue Culture (J. P. Mather and P.
E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue Culture Laboratory Procedures
(A. Doyle, J. B. Griffiths, and D. G. Newell, eds., 1993-8) J. Wiley and Sons;
Handbook of Experimental Immunology (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds.);
Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller and M. P. Calos, eds.,
1987); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current
Protocols in Immunology (J. E. Coligan et al., eds., 1991); Short Protocols in
Molecular Biology (Wiley and Sons, 1999); Immunobiology (C. A. Janeway and P.
Travers, 1997); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A Practical Approach (D.
Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal Antibodies: A Practical Approach
(P. Shepherd and C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using Antibodies:
A Laboratory Manual (E. Harlow and D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti and J. D. Capra, eds., Harwood
Academic Publishers, 1995); and Cancer: Principles and Practice of Oncology (V.
T. DeVita et al., eds., J.B. Lippincott Company, 1993); y versiones actualizadas de
los mismos.

I. Definiciones

A menos que se definan de otro modo, los términos cientificos y
tecnicos usados en relacion con la presente invencion tendran los significados que
son comunmente comprendidos por aquellos expertos en la técnica. Ademas, a
menos gque sea requerida otra cosa por el contexto o sea indicado expresamente,

los términos singulares incluiran las pluralidades y los términos plurales incluiran
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los singulares.

Debe comprenderse que el aspecto y modalidades de la invencion
descritas en la presente incluyen aspectos y modalidades "que consiste de" y/o
“consiste esencialmente de”. Como se usa en la presente, la forma singular “un”,
“una” y “el”" incluye referencias al plural a menos que se indique otra cosa.

En esta solicitud, el uso de “0" significa "y/0" a menos que sea
establecido o comprendido expresamente por un experto en la técnica. En el
contexto de una reivindicacion de multiple dependencia, el uso de "0” se refiere
nuevamente a mas de una reivindicacion independiente o dependiente
precedente.

Como es comprendido por un experto en la tecnica, la referencia a
“aproximadamente” un valor o parametro en la presente incluye (y describe)
modalidades que estan dirigidas a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, la
descripcion que se refiere a "aproximadamente X" incluye la descripcion de “X".

Los términos “molécula de acido nucleico”, “acido nucleico” vy
“polinucledtido” pueden ser usados de manera intercambiable, y se refieren a un
polimero de nucledtidos. Esos polimeros de nucleétidos pueden contener
nucleétidos naturales y/o no naturales, e incluyen, pero no se limitan a, ADN, ARN,
y APN. La "secuencia de acido nucleico” se refiere a la secuencia lineal de
nucledtidos que comprende la molécula de acido nucleico o polinucledtido.

Los téerminos “polipéptido”™ y “proteina” son usados de manera
intercambiable para referirse a un polimero de aminoacidos residuales, y no estan
limitados a una longitud minima. Esos polimeros de aminoacidos residuales
pueden contener aminoacidos residuales naturales o no naturales, e incluyen,
pero no se limitan a, péptidos, oligopéptidos, dimeros, trimeros, y multimeros de
aminoacidos residuales. Tanto las proteinas de longitud completa como los
fragmentos de las mismas son abarcados por la definicién. Los términos también
incluyen modificaciones posteriores a la expresion del polipéptido, por ejemplo,
glicosilacion, sialilacion, acetilacion, fosforilacion, y similares. Ademas, para
propositos de la presente invencién, un “polipéptido” se refiere a una proteina que
incluye  modificaciones, como supresiones, adiciones y sustituciones
(generalmente de naturaleza conservativa), a la secuencia nativa, en tanto la
proteina mantenga la actividad deseada. Esas modificaciones pueden ser
deliberadas, como a traves de mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser
accidentales, como a través de mutaciones de los anfitriones que producen las

proteinas o errores debidos a la amplificacion por PCR.
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“FGFR2IIIb" o0 “FGFR2b" son usados de manera intercambiable para
referirse a la forma de empalme 2 llIb del receptor del factor de crecimiento de los
fibroblastos. Un FGFR2IIIb humano se muestra en el No. de acceso de GenBank
NP _075259.4, fechado en julio 7, 2013. Una secuencia de aminoacidos de
FGFR2Illb humano maduro ejemplar no limitante se muestra en la SEQ ID NO: 1.

“FGFR2Illc” o “FGFR2c¢" son usados de manera intercambiable para
referirse a la forma de empalme 2 llic del receptor del factor del crecimiento de los
fibroblastos. Un FGFR2Illc humano ejemplar se muestra en el No. de acceso del
GenBank NP _000132.3, fechado en julio 7, 2013. Una secuencia de aminoacidos
del FGFR2Illc maduro ejemplar no limitante se muestra en la SEQ ID NO: 12.

El término “epitope” se refiere a un sitio sobre una molécula blanco
(por ejemplo, un antigeno, como una proteina, acido nucleico, carbohidrato o
lipido) al cual una molécula de unién de antigeno (por ejemplo, un anticuerpo,
fragmento de anticuerpo, o proteina andamio) que contiene las regiones de union
de anticuerpo se une. Los epitopes con frecuencia consisten de un agrupamiento
de moléculas de superficie quimicamente activas como aminoacidos, polipeptidos
o cadenas laterales de azlUcares y tienen caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los
epitopes pueden ser formados por residuos contiguos © no contiguos
yuxtapuestos (por ejemplo, aminoacidos, nucledtidos, azlcares, entidades
lipidicas) de la molécula blanco. Los epitopes formados de residuos contiguos (por
ejemplo, aminoacidos, nucledtidos, azucares, entidades lipidicas) tipicamente son
retenidos tras la exposicidon a solventes desnaturalizantes mientras que los
epitopes formados por un pliegue terciario tipicamente se pierden tras el
tratamiento con solventes desnaturalizantes. Un epitope puede incluir, pero no se
limita a al menos 3, al menos 5 u 8-10 residuos (por ejemplo, aminoacidos 0
nucleétidos). En algunos ejemplos un epitope es de menos de 20 residuos (por
ejemplo, aminoacidos o nucledtidos) de longitud, menos de 15 residuos 0 menos
de 12 residuos. Dos anticuerpos pueden unirse al mismo epitope dentro de un
antigeno si exhiben unidn competitiva por el antigeno.

Un “epitope no lineal” o “epitope conformacional’ comprende
polipéptidos, aminoacidos y/o azucares no contiguos dentro de la proteina
antigénica a la cual un anticuerpo especifico para el epitope se une.

Un ‘“epitopo lineal” comprende polipéptidos, aminoacidos y/o
azucares contiguos dentro de la proteina antigenica al cual un anticuerpo

especifico para el epitope se une.
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El término “anticuerpo” es usado en la presente en el sentido mas
amplio y abarca varias estructuras de anticuerpo, incluyendo pero sin limitarse a
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos
(por ejemplo, anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpo en tanto
exhiban la actividad de union de antigeno deseada.

El término anticuerpo incluye, pero no se limita a, fragmentos que
son capaces de unirse al antigeno, como Fv, Fv de una sola cadena (scFv), Fab,
Fab', y (Fab');. La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos
fragmentos de union de antigeno idénticos, llamados fragmentos “Fab”, cada uno
con un solo sitio de union de antigeno, y un fragmento “Fc” residual, cuyo nombre
refleja su capacidad para cristalizar rapidamente. El tratamiento con pepsina
produce un fragmento F(ab'); que tiene dos sitios de combinacion de antigeno y
aun es capaz de reticular el antigeno. El término anticuerpo también incluye, pero
no se limita a, anticuerpos quimeéricos, anticuerpos humanizados, y anticuerpos de
varias especies como ratén, humano, mono cynomolgus, etc.

El término “region variable de cadena” se refiere a una regiéon que
comprende la cadena pesada HVR1, el marco (FR)2, HVR2, FR3 y HVR3. En
algunas modalidades, una regién variable de cadena pesada también comprende
al menos una porcion de un FR1 y/o al menos una porcion de un FR4.

El termino “regidn constante de cadena pesada” se refiere a una
region que comprende al menos tres dominios constantes de cadena pesada, Cy1,
Ch2, y Cy3. Las regiones constantes de cadena pesada ejemplares no limitantes
incluyen y, & y a. Las regiones constantes de cadena ejemplares no limitantes
también incluyen € y p. Cada region constante de la cadena corresponde a un
isotipo del anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo que comprende una region
constante y es un anticuerpo |gG, un anticuerpo que comprende una region
constante & es un anticuerpo IgD, y un anticuerpo que comprende una region
constante a es un anticuerpo IgA. Ademas, un anticuerpo que comprende una
region constante p es un anticuerpo IgM, y un anticuerpo que comprende una
region constante € es un anticuerpo IgE. Ciertos isotipos pueden ser subdivididos
ademas en subclases. Por ejemplo, los anticuerpos IgG incluyen, pero no se
limitan a, anticuerpos IgG1 (que comprende una region constante y,), 1gG2 (que
comprende una region constante y;), IgG3 (que comprenden una region constante
va), ¥ 1gG4 (que comprende una region constante y,); los anticuerpos IgA incluyen,
pero no se limitan a, anticuerpos IgA1 (que comprende una region constante de

ai) y IgA2 (que comprenden una region constante a); y los anticuerpos IgM
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incluyen, pero no se limitan a, IgM1 e IgM2.

El término “cadena pesada” se refiere a un polipéptido que
comprende al menos una regién variable de cadena pesada, con o sin una
secuencia lider. En algunas modalidades, una cadena pesada comprende al
menos una porcion de una region constante de cadena pesada. El término
“cadena pesada de longitud completa” se refiere a un polipéptido que comprende
una region variable de cadena pesada y una region constante de cadena pesada,
con o sin una secuencia lider.

El término “region variable de cadena ligera” se refiere a una region
que comprende la cadena ligera HVR1, el marco (FR)2, HVR2, FR3 y HVR3. En
algunas modalidades, una region variable de cadena ligera también comprende un
FR1 y/o un FR4.

El término “region constante de cadena ligera" se refiere a una region
que comprende un dominio constante de cadena ligera, C.. Las regiones
constantes de cadena ligera ejemplares no limitantes incluyen A y k.

El término “cadena ligera” se refiere a un polipéptido que comprende
al menos una region variable de cadena ligera, con o sin una secuencia lider. En
algunas modalidades, una cadena ligera comprende al menos una porcion de una
region constante de cadena ligera. El término “cadena ligera de longitud completa”
se refiere a un polipéptido que comprende una regién variable de cadena ligera y
una region constante de cadena ligera, con o sin una secuencia lider.

El término “region hipervariable” o “HVR" se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en
secuencia y/o forman lazos definidos estructuralmente (‘lazos hipervariables”).
Generalmente, los anticuerpos de cuatro cadenas nativos comprenden seis HVRs;
tres en la Vi (H1, H2, H3), y tres en la V| (L1, L2, L3). Las HVRs generalmente
comprenden aminoacidos residuales de los lazos hipervariables y/o forman las
“regiones determinantes de la complementariedad” (CDRs), siendo las Gltimas de
variabilidad de secuencia mas alta y/o estando implicadas en el reconocimiento
del antigeno. Los lazos hipervariables ejemplares ocurren en los aminoacidos
residuales 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2), y 96-101
(H3). (Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987).) Las CDRs ejemplares
(CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2, y CDR-H3) ocurren en los
aminoacidos residuales 24-34 de L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3, 31-35B de H1, 50-
65 de H2, y 95-102 of H3. (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD
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(1991)).

Los términos regiones hipervariables (HVRs) y regiones determinantes de la
complementariedad (CDRs), son usados en la presente de manera intercambiable
con referencia a porciones de la region variable que forman la regiones de unién
de antigeno.

Un “marco humano aceptor” para los propositos de la presente es un
marco que comprende la secuencia de aminoacidos de un marco del dominio
variable de cadena ligera (V) o un marco del dominio variable de cadena pesada
(Vy) derivado de un marco de inmunoglobulina humana o un marco de consenso
humano, como se define mas adelante. Un marco humano aceptor derivado de un
marco de inmunoglobulina humana o un marco de consenso humano puede
comprender la misma secuencia de aminoacidos del mismo, o puede contener
cambios en la secuencia de aminoacidos. En algunas modalidades, el numero de
cambios de aminoacidos es 10 o menos, 9 0 menos, 8 o menos, 7 0 menos, 6 o
menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 o menos, 0 2 o menos. En algunas modalidades,
el marco humano aceptor de V| es idéntico en secuencia a la secuencia del marco
de inmunoglobulina humana V| o secuencia del marco de consenso humano.

La “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 par de union (por ejemplo, un antigeno). En algunas modalidades,
la “afinidad de union” se refiere a la afinidad de union intrinseca que refleja una
interaccion 1:1 entre miembros de un par de union (por ejemplo, anticuerpo y
antigeno). La afinidad de una molécula X por su par Y puede ser representada
generalmente por la constante de disociacion (Ky). La afinidad puede ser medida
por métodos comunes conocidos en la técnica, incluyendo aquellos descritos en la
presente.

Un anticuerpo "madurado por afinidad” se refiere a un anticuerpo con
una o mas alteraciones en una o mas regiones hipervariables (HVRs) y/o regiones
determinantes de la complementariedad (CDRs), comparado con un anticuerpo
original el cual no posee esas alteraciones, dando como resultado esas
alteraciones en una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

Un “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo en el cual una
porcion de la cadena pesada y/o ligera es derivada de una fuente o especie
particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera es derivada de una
fuente o especie diferente. En algunas modalidades, un anticuerpo quimeérico se

refiere a un anticuerpo que comprende al menos una region variable de una
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primera especie (como raton, rata, mono cynomolgus, etc.) y al menos una regién
constante de una segunda especie (como humano, mono cynomolgus, etc.). En
algunas modalidades, un anticuerpo quimeérico comprende al menos una region
variable de ratén y al menos una regién constante humana. En algunas
modalidades, un anticuerpo quimérico comprende al menos una region variable de
cynomolgus y al menos una region constante humana. En algunas modalidades,
todas las regiones variables de un anticuerpo quimerico son de una primera
especie y todas las regiones constantes del anticuerpo quimeérico son de una
segunda especie.

Un “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo en el cual al
menos un aminodcido en una region del marco de una regién variable no humana
ha sido reemplazado por el aminoacido correspondiente de una region variable
humana. En algunas modalidades, un anticuerpo humanizado comprende al
menos una region constante humana o fragmento de la misma. En algunas
modalidades, un anticuerpo humanizado es un Fab, un scFv, un (Fab'),, etc.

Un “anticuerpo injertado con HVR" se refiere a un anticuerpo
humanizado en el cual una o mas regiones hipervariables (HVRs) de una primera
especie (no humana) han sido injertadas sobre las regiones del marco (FRs) de
una segunda especie (humana).

Una “region Fc funcional” posee una “funcion efectora” de una region
Fc de secuencia nativa. Las “funciones efectoras” ejemplares incluyen union del
receptor de Fc; union de C1qg; CDC; ADCC, fagocitosis; de desregulacion de
receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de celulas B; BCR), etc.
Esas funciones efectoras generalmente requieren que la region Fc sea combinada
con un dominio de union (por ejemplo, un dominio variable del anticuerpo) y
pueden ser evaluadas usando varios ensayos.

Una “regidn Fc de secuencia nativa” comprende una secuencia de
aminoacidos idéntica a la secuencia de aminoacidos de una region Fc encontrada
en la naturaleza. Las regiones FC humanas de secuencia nativa incluyen una
region IgG1 Fc humana de secuencia nativa (alotipos no A y A); region Fc de 1IgG2
humana de secuencia nativa; region Fc de IgG3 humana de secuencia nativa; y
region Fc IgG4 humana secuencia nativa, asi como variantes naturales de las
mismas.

Una “regidon Fc variante” comprende una secuencia de aminoacidos
la cual difiere de aquella de una regién Fc de secuencia nativa en virtud de al

menos una modificacion de aminoacidos.



20

El “receptor de Fc" o “FcR” describe un receptor que se une a la
region Fc de un anticuerpo. En algunas modalidades, un FcyR es un FcR humano
nativo. En algunas modalidades, un FcR es uno el cual se une a un anticuerpo IgG
(un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl, y
FcyRIll, incluyendo las variantes alelicas y formas desplegadas de manera
alternativa de aquellos receptores. Los receptores FcyRIl incluyen FecyRIIA (un
‘receptor activante”) y FcyRIIB (un “receptor inhibidor”), los cuales tienen
secuencias de aminoacidos similares que difieren principalmente en los dominios
citoplamicos de las mismas. El receptor activante FcyRIIA contiene un motivo de
activacion a base de tirosina inmunorreceptora (ITAM) en su dominio citoplasmico.
El receptor inhibidor contiene un motivo de inhibicion de base de tirosina
inmunorreceptora (ITIM) en su dominio citoplasmico. (Véase, por ejemplo, Daeron,
Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)). Los FcRs son revisados, por ejemplo,
en Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capel et al,
Immunomethods 4;25-34 (1994); y de Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126:330-41
(1995). Otros FcRs, incluyendo aquellos que sean identificados en el futuro, son
abarcados por el término “FcR" en la presente.

El término “receptor de Fc" o "FcR" también incluye el receptor
neonatal, FcRn, el cual es responsable de la transferencia de IgGs maternas al
feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) and Kim et al., J. Immunol. 24:249
(1994)) y la regulacion de la homeostasis de las inmunoglobulinas. Los métodos
de medicion de la union a FcRn son conocidos (véase, por ejemplo, Ghetie and
Ward., Immunol. Today 18(12):592-598 (1997); Ghetie et al., Nature
Biotechnology, 15(7):637-640 (1997); Hinton et al., J. Biol. Chem. 279(8):6213-
6216 (2004); WO 2004/92219 (Hinton et al.).

Las “funciones efectoras” se refieren a actividades biologicas
atribuibles a la region Fc de un anticuerpo, las cuales varian con el isotipo del
anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: union de
C1q y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); unién del receptor de Fc;
citotoxicidad mediada por células dependiente del anticuerpo (ADCC); fagocitosis;
desregulacion de receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de
celulas B); y activacion de células B.

Las “células efectoras humanas” son leucocitos los cuales expresan
uno o mas FcRs y efectuan funciones efectoras. En ciertas modalidades, las
células expresan al menos FcyRIIl y efecttan funciones efectoras de ADCC. Los

ejemplos de leucocitos humanos que median la ADCC incluyen células
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mononucleares de sangre periféerica (PBMC), células asesinas naturales (NK),
monocitos, macréfagos, células T citotoxicas y neutrofilos. Las células efectoras
pueden ser aisladas de una fuente nativa, por ejemplo, de la sangre.

La “citotoxicidad mediada por células dependiente del anticuerpo” o
“‘ADCC" se refiere a una forma de citotoxicidad en la cual la Ig secretada unida
sobre receptores de Fc (FcRs) presentes sobre ciertas células citotoxicas (por
ejemplo, ceélulas NK, neutrofilos y macrofagos) permiten que esas células
efectoras citotoxicas se unan especificamente a una célula blanco que contenga el
antigeno y posteriormente maten a la célula blanco con citotoxinas. Las células
principales para mediar la ADCC, las células NK, expresan FcyRIll Unicamente,
mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl, y FeyRIIlL La expresion de
FcR sobre las celulas hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la pagina 464
de Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Para evaluar la
actividad de ADCC de una molécula de interés, puede ser efectuado un ensayo de
ADCC in vitro, como el que se describe en las patentes Estadounidenses Nos.
5,500,362 o0 5.821,337 o la Patente Estadounidense No. 6,737,056 (Presta). Las
células efectoras utiles para esos ensayos incluyen células PBMC y NK. De
manera alternativa, o adicicnalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés
puede ser evaluada in vivo, por ejemplo, en un modelo animal como el que se
describe en Clynes et al. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 95:652-656 (1998). Los
anticuerpos adicionales con secuencias de aminoacidos de la region Fc alteradas
y actividad de ADCC incrementada o disminuida son descritos, por ejemplo, en la
Patente Estadounidense No. 7923538 vy la Patente Estadounidense No.
7,994,290.

Un anticuerpo que tiene una “actividad ADCC mejorada” se refiere a
un anticuerpo que es mas efectivo en la mediacion de la ADCC in vitro o in vivo en
comparacién con el anticuerpo original, donde el anticuerpo y el anticuerpo original
difieren en al menos un aspecto estructural, y cuando las cantidades de ese
anticuerpo y anticuerpo original usadas en el ensayo son esencialmente las
mismas. En algunas modalidades, el anticuerpo y el anticuerpo original tienen la
misma secuencia de aminoacidos, pero el anticuerpo esta afucosilado mientras
que el anticuerpo original esta fucosilado. En algunas modalidades, la actividad
ADCC sera determinada usando el ensayo de ADCC in vitro como se describe en
la presente, pero estan contemplados otros ensayos o metodos para determinar la
actividad ADCC, por ejemplo, en un modelo animal etc. En algunas modalidades,

un anticuerpo con actividad de ADCC mejorada tiene afinidad mejorada por Fc
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gamma RIIIA. En algunas modalidades, un anticuerpo con actividad de ADCC
mejorada tiene afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA (V158). En algunas
modalidades, un anticuerpo con actividad de ADCC mejorada tiene afinidad
mejorada por Fc gamma RIIIA (F158).

Un anticuerpo con afinidad de union de FcR o actividad de ADCC
“alterada” es uno el cual tiene actividad de unién de FcR y/o actividad de ADCC
mejorada o disminuida en comparacion con un anticuerpo original, donde el
anticuerpo y el anticuerpo original difieren en al menos un aspecto estructural. Un
anticuerpo que “presenta union incrementada” a un FcR se une al menos a un FcR
con mejor afinidad que el anticuerpo original. Un anticuerpo que “presenta union
disminuida” a un FcR, se une al menos a un FcR con menor afinidad que un
anticuerpo original. Esos anticuerpos que presentan union disminuida a un FcR
pueden poseer poca o ninguna union apreciable a un FcR, por ejemplo, unién de
0%-20% al FcR en comparacion con una region Fc de IgG de secuencia nativa.

“Afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA" se refiere a un anticuerpo
que tiene mayor afinidad por Fc gamma RIIIA (tambien referido, en algunos casos,
como CD16a) que un anticuerpo original, donde el anticuerpo y el anticuerpo
original difieren en al menos un aspecto estructural. En algunas modalidades, el
anticuerpo y el anticuerpo original tienen la misma secuencia de aminoacidos,
pero el anticuerpo esta afucosilado mientras que el anticuerpo original esta
fucosilado. Puede ser usado cualquier metodo adecuado para determinad la
afinidad por Fc gamma RIIIA. En algunas modalidades, la afinidad por Fc gamma
RIIIA es determinada por un método descrito en la presente. En algunas
modalidades, un anticuerpo con afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA tiene
actividad de ADCC mejorada. En algunas modalidades, un anticuerpo con afinidad
mejorada por Fc gamma RIIIA tiene afinidad mejorada por Fc gamma RIIA(V158).
En algunas modalidades, un anticuerpo con afinidad mejorada por Fc gamma
RIIA tiene afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA(F158).

Un anticuerpo “afucosilado” o un anticuerpo “que carece de fucosa’
se refieren a un anticuerpo de isotipo IgG1 o IgG3 y carece de fucosa en su
glicosilacion de la region constante. La glicosilacion de IgG1 o IgG3 humana
ocurre en Asn297 como una glicosilacion oligosacarida compleja biantenaria
fucosilada central terminada con hasta 2 residuos de Gal. En algunas
modalidades, un anticuerpo afucosilado carece de fucosa en Asn297. Esas
estructuras son designadas como G0, G1 (a1,6 o a1,3) o residuos de glicano G2,

dependiendo de la cantidad de residuos de Gal terminal. Véase, por ejemplo,
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Raju, T. S., BioProcess Int. 1: 44-53 (2003). La glicosilacion tipo CHO del Fc del
anticuerpo es descrita, por efemplo, en Routier, F. H., Glycoconjugate J. 14: 201-
207 (1997). En algunas modalidades, al menos 85% de un lote de anticuerpos
expresados de manera recombinante en células anfitrionas CHO no
glicomodificadas estan fucosilados en Asn297. Cuando se hace referencia a una
composicion que comprende una pluralidad de anticuerpos, se considera que los
anticuerpos estaran afucosilados si <6% de los anticuerpos en la composicion
comprenden fucosa en Asn297. Los métodos de medicion de fucosa incluyen
cualquier método conocido en la técnica, incluyendo los métodos descritos en la
presente. En algunas modalidades, la fucosa es detectada por el método descrito
en el Ejemplo 1. En algunas modalidades, la fucosa es indetectable en una
composicion que comprende una pluralidad de anticuerpos afucosilados. En
algunas modalidades, un anticuerpo afucosilado tiene actividad de ADCC
mejorada. En algunas modalidades, un anticuerpo afucosilado tiene afinidad
mejorada por Fc gamma RIIA. En algunas modalidades, un anticuerpo
afucosilado tiene afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA(V158). En algunas
modalidades, un anticuerpo afucosilado tiene afinidad mejorada por Fc gamma
RINA(F158).

“Citotoxicidad dependiente del complemento” o “CDC” se refiere a la
lisis de una célula blanco en presencia de complemento. La activacion de la via
clasica del complemento es iniciada por la union del primer componente del
sistema del complemento (C1qg) a anticuerpos (de la subclase apropiada), los
cuales se unen a su antigeno cognado. Para evaluar la activacién del
complemento, puede ser efectuado un ensayo de CDC, por ejemplo, como se
describe en Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996). Los
anticuerpos con secuencias de aminoacidos de la region Fc alteradas y la
capacidad de unién de C1q incrementada o disminuida son descritos, por ejemplo,
en la Patente Estadounidense No. 6,194,551 B1, Patente Estadounidense  No.
7,923,538, Patente Estadounidense No. 7,994,290 y WO 1999/51642. Vease
también, por ejemplo, Idusogie et al., J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

El terminc “sustancialmente similar” o “sustancialmente el mismo,”
como se usa aqui, denota un grado suficientemente alto de similitud entre dos o
mas valores numeéricos de modo que un experto en la técnica considere la
diferencia entre dos o mas valores de poco o ningun significado biolégico y/o
estadistico dentro del contexto de la caracteristica bioldgica medida por el valor.

En algunas modalidades dos o mas valores sustancialmente similares difieren en



24

no mas de aproximadamente cualquiera de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, o 50%.

La frase “sustancialmente reducido,” o “sustancialmente diferente,”
como se usa en la presente, denota un grado suficientemente alto de diferencia
entre dos valores numéricos de modo que un experto en la técnica considera la
diferencia entre los dos valores de significado estadistico dentro del contexto de la
caracteristica biologica medida por los valores. En algunas modalidades, dos
valores numéricos sustancialmente diferentes difieren en mas de
aproximadamente cualquiera de 10%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, o 100%.

Los terminos “secuencia lider” y “secuencia sefial” son usados de
manera intercambiable para referirse a una secuencia de aminoacidos residuales
localizada en el N terminal de un polipéptido que facilita la secrecién de un
polipéptido de una célula de mamifero. Una secuencia lider puede ser escindida
tras la exportacion del polipéptido de la célula de mamifero, formando una proteina
madura. Las secuencias lider pueden ser naturales o sintéticas, y pueden ser
heterdlogas u homologas a la proteina a la cual se encuentran unidas.

Un polipéptido de “secuencia nativa” comprende un polipéptido que
tiene la misma secuencia de aminoacidos que un polipéptido encontrado en la
naturaleza. De este modo, un polipéptido de secuencia nativa puede tener la
secuencia de aminoacidos del polipéptido natural de cualquier mamifero. Ese
polipéptido de secuencia nativa puede ser aislado de la naturaleza o puede ser
producido por medios recombinantes o sintéticos. El término polipéptido de
“secuencia nativa’ abarca especificamente formas truncadas o secretadas
naturales del polipéptido (por ejemplo, una secuencia del dominio extracelular),
formas variantes naturales (por ejemplo, formas empalmadas de manera
alternativa) y variantes alélicas naturales del polipéeptido.

Una “variante” polipeptidica significa un polipéptido bioldgicamente
activo que tienen al menos aproximadamente 80% de identidad de la secuencia de
aminoacidos con el polipéptido de secuencia nativa después de alinear las
secuencias e introducir espacios, si es necesario, para lograr el por ciento de
identidad de secuencia maximo, y sin considerar cualquier sustitucion
conservadora como parte de la identidad de secuencia. Esas variantes incluyen,
por ejemplo, polipéptidos donde uno o mas aminoacidos residuales, son
agregados, o suprimidos, en el N-terminal o C-terminal del polipéptido. En algunas
modalidades, una variante tendra al menos aproximadamente 80% de identidad

de secuencia de aminodacidos. En alguna modalidad, una variante tendra al menos
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aproximadamente 90% de identidad de secuencia de aminoacidos. En algunas
modalidades, una variante tendra al menos aproximadamente 95% de identidad
de la secuencia de aminoacidos con el polipéptido de secuencia nativa.

Como se usa en la presente, “por ciento (%) de identidad de la
secuencia de aminoacidos” y “homologia” con respecto a una secuencia de
péptido, polipeptido o anticuerpo se definen como el porcentaje de aminoacidos
residuales en la secuencia candidata que son idénticos con los aminoacidos
residuales en la secuencia peptidica o polipeptidica especifica, después de alinear
las secuencias e introducir espacios, si es necesario, para lograr el por ciento de
identidad de la secuencia maximo, y sin considerar cualquier sustitucion
conservadora como parte de la identidad de secuencia de aminoacidos. La
alineacién para propositos de determinacion del por ciento de identidad de la
secuencia de aminoacidos puede ser lograda de varias maneras que estan dentro
de la experiencia en la téecnica, por ejemplo, usando software de computadora
disponible al publico como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o MEGALIGNTM
(DNASTAR). Aquellos expertos en la técnica pueden determinar los parametros
apropiados para medir la alineacion, incluyendo cualquier algoritmo necesario para
lograr la alineacion maxima sobre toda la longitud de las secuencias que estén
siendo comparadas.

Una sustitucion de aminoacido puede incluir pero no se limita al
reemplazo de un aminoacidc en un polipéptido con otro aminoacido. Las
sustituciones conservadoras se muestran en la Tabla 1 bajo el encabezado de
“sustituciones preferidas”. Los cambios mas sustanciales se proporcionan en la
Tabla 1 bajo el encabezado de "sustituciones ejemplares’, y como se describe
mejor mas adelante con referencia a las clases de cadenas laterales de
aminoacido. Las sustituciones de aminoacido pueden ser introducidas en un
anticuerpo de interés y los productos seleccionados para una actividad deseada,
por ejemplo, union de antigeno retenida/mejorada, inmunogenicidad disminuida, o
ADCC o CDC mejorada.

TABLA 1

Residuo Original | Sustituciones Ejemplares | Sustituciones Preferidas ‘

Ala (1) val; leu; Ile Val ‘

Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys \

Asn (N) _ Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln ‘
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Residuo Sustitucicnes
Sustituciones Ejemplares
Original Preferidas
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp N
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Leu; Val; Met; Ala; Phe;
Ile (I) Leu
Norleucina
Norleucina; Ile; Val; Met;
Leu (L) Ile
Ala; Phe
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile ILeu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr Tyr
| Pro (P) Ala \ B Ala
Ser (S) Thr | Thr
The (1) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe ‘ Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Ile; Leu; Met; Phe; Ala;
val (V) ILeu

Norleucina

de cadena lateral como:

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

(2) hidrofilicos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

Los aminoacidos pueden ser agrupados de acuerdo a propiedades
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(5) residuos que tienen influencia sobre orientacion de la cadena: Gly, Pro;
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras implicaran intercambiar un
miembro de una de esas clases por otra clase.

El término “vector” es usado para describir un polinucledtido que
puede ser modificado para contener un polinucleotido o polinucledtidos clonados
que puedan propagarse en una celula anfitriona. Un vector puede incluir uno o
mas de los siguientes elementos: un origen de replicacion, una o mas secuencias
reguladoras (como, por ejemplo, promotores y/o mejoradores) que regulen la
expresion del polipeptido de interés, y/o uno o mas genes o marcadores
seleccionables (como, por ejemplo, genes de resistencia a antibioticos y genes
que puedan ser usados en ensayos colorimetricos, por ejemplo, 3-galactosidasa).
El término “vector de expresidn” se refiere a un vector que es usado para expresar
un polipéptido de interés en una célula anfitriona.

Una “célula anfitriona” se refiere a una célula que puede ser o ha sido
receptora de un vector o polinucleétido aislado. Las células anfitrionas pueden ser
celulas procaritticas o células eucaridticas. Las ceélulas eucaridticas ejemplares
incluyen celula de mamifero, como células de primate o animales no primates;
células micoticas, como levaduras; células de planta; y células de insecto. Las
células de mamiferos ejemplares no limitantes incluyen, pero no se limitan a,
células NSO, células PER.C6® (Crucell), y células 293 y CHO, y sus derivados,
como celulas 293-6E y DG44, respectivamente.

El termino “aislada” se refiere a una molecula que ha sido separada
de al menos alguno de los componentes con los cuales se encuentra tipicamente
en la naturaleza o es producida. Por ejemplo, un polipéptido es referido como
*aislado” cuando es separado al menos de alguno de los componentes de la célula
con los cuales fue producido. Donde un polipéptido es secretado por una célula
despues de la expresion, la separacion fisica del sobrenadante que contiene el
polipéptido de la célula que produjo éste, se considera el “aislamiento” del
polipéptido. De manera similar, un polinucledtido es referido como “aislado”
cuando éste no es parte del polinucledtido mas grande (como, por gjemplo, ADN
genomico o ADN mitocondrial, en el caso de un polinucledtido de ADN) en el cual
tipicamente se encuentra en la naturaleza, o es separado de al menos algunos de
los componentes de la célula en la cual se produjo, por ejemplo, en el caso de un
polinucledtido de ARN. De este modo, un polinucledtido de ADN que esta

contenido en un vector dentro de una célula anfitriona puede ser referido como
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“aislado”.

Los términos ‘“individuo® o “sujeto” son usados de manera
intercambiable en la presente para referirse a un animal; por ejemplo un mamifero.
En algunas modalidades, son proporcionados metodos de tratamiento de
animales, incluyendo, pero sin limitarse a, humanos, roedores, simios, felinos,
caninos, equinos, bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, animales mamiferos de
laboratorio, animales mamiferos de granja, animales mamiferos para deportes, y
mascotas mamiferas. En algunos ejemplos, un “individuo” o “sujeto” se refiere a un
individuo o sujeto que necesite del tratamiento de una enfermedad o trastorno.

Una “enfermedad” o “trastorno” se refiere a una condicion donde es
necesario el tratamiento.

El término “cancer” se refiere a un trastorno proliferativo maligno
asociado con proliferacion celular descontrolada, crecimiento celular irrestricto,
muerte celular disminuida via apoptosis. Los canceres ejemplares no limitantes
incluyen cancer gastrico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer endometrial,
cancer pancreatico, y cancer esofagico. En algunas modalidades, un cancer
comprende una amplificacion del gen de FGFR2. En algunas modalidades,
amplificacion de FGFR2 comprende una relacion de FGFR2:CEN10 (centromero
del cromosoma 10) de >3. En algunas modalidades, un cancer que comprende
una amplificacion del gen de FGFR2 sobreexpresa FGFR2IIIb. En algunas
modalidades, un cancer que comprende la amplificacion de FGFR2 sobreexpresa
FGFR2IlIb en un grado mayor que FGFR2Illc. En algunas modalidades, un cancer
que comprende la amplificacion de FGFR2 expresa FGFR2lllb a un nivel
normalizado que es mayor de 2 veces, 3 veces, 5 veces, o 10 veces mayor que
el nivel normalizado de la expresion de FGFR2lllc. En algunas modalidades, los
niveles de expresion son normalizados a GUSB. En algunas modalidades, un
cancer sobreexpresa FGFR2IlIb pero no comprende la amplificacion del gen de
FGFR2. En algunas modalidades, un cancer gastrico comprende una amplificacion
del gen de FGFR2. En algunas modalidades, un cancer gastrico que comprende
una amplificacion del gen de FGFR2 sobreexpresa FGFR2IlIb. En algunas
modalidades, un cancer gastrico que comprende la amplificacion de FGFR2
sobreexpresa FGFR2llIlb en un grado mayor que FGFR2lllc. En algunas
modalidades, un céancer gastrico que comprende la amplificacion de FGFR2
expresa FGFR2IlIb a un nivel normalizado que es mas de 2 veces, 3 veces, 5
veces, o 10 veces mayor que el nivel normalizado de expresion de FGFR2Illc. En

algunas modalidades, los niveles de expresion son normalizados a GUSB. En
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algunas modalidades, un cancer gastrico sobreexpresa FGFR2Illb pero no
comprende la amplificacion del gen de FGFR2. En algunas modalidades, la
sobreexpresion es la sobreexpresion de ARNm. En algunas modalidades, la
sobreexpresion es la sobreexpresion de proteina.

El término “tumoer” es usado aqui para referirse a un grupo de células
que exhiben niveles anormalmente altos de proliferacion y crecimiento. Un tumor
puede ser benigno, premaligno, o maligno; las células tumorales malignas son
cancerosas. Las células tumorales pueden ser celulas tumorales solidas o celulas
tumorales leucémicas. El término “crecimiento tumoral” se usa aqui para referirse
a la proliferacién o crecimiento por una célula o células que comprende un tumor
que conduce a un incremento correspondiente en el tamano del tumor.

Como se usa aqui, “tratamiento” es un enfoque para obtener
resultados clinicos benéficos o deseados. “Tratamiento” como es usado en la
presente, cubre cualquier administracion o aplicacion de un agente terapéutico
para una enfermedad en un mamifero, incluyendo un humano. Para los propositos
de esta invencion, los resultados clinicos benéficos o deseados incluyen, pero no
se limitan a, cualquiera de uno o mas de: alivio de uno o mas sintomas,
disminucion del grado de enfermedad, prevencion o retraso de la propagacion (por
ejemplo, metastasis, por ejemplo metastasis hacia el pulmén o hacia los nodos
linfaticos) de la enfermedad, prevencién o retraso de la recurrencia de la
enfermedad, retraso o disminucién del progreso de la enfermedad, alivio del
estado de enfermedad, inhibicion de la enfermedad o progreso de la enfermedad,
inhibicion o detencion de la enfermedad o su progreso, tensién de su desarrollo, y
remision (ya sea parcial o total). También, abarcada por “tratamiento” es una
reduccion de la consecuencia patoldgica de una enfermedad proliferativa. Los
métodos de la invencién contemplan cualquiera o mas de esos aspectos del
tratamiento.

En el contexto del cancer, el término “tratar” incluye cualquiera o
todos de: inhibicion del crecimiento de células tumorales o células cancerosas,
inhibicion de la replicacion de células tumorales o celulas cancerosas, disminucion
de la carga tumoral total y alivio de uno o mas sintomas asociados con la
enfermedad.

Los términos “inhibicion” o “inhibir" se refieren a una disminucién o
cese de cualquier caracteristica fenotipica o la disminucion o cese en la incidencia,
grado, o probabilidad de esa caracteristica. "Reducido” o “inhibir" es hacer

disminuir, reducir o detener una actividad, funciéon y/o cantidad en comparacion
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con una referencia. En ciertas modalidades, “reducir” o “inhibir" significa la
capacidad de causar una disminucion total del 20% o mayor. En otra modalidad,
“reducir” o “inhibir” significa la capacidad de causar una disminucion total del 50%
o mayor. En otra modalidad, “reducir” o “inhibir" significa la capacidad de causar
una disminucion total del 75%, 85%, 90%, 95%, o mayor.

Una “referencia” como se usa en la presente, se refiere a cualquier
muestra, estandar, o nivel que sea usado para propositos de comparacion., Una
referencia puede ser obtenida de una muestra sana y/o sin enfermedad. En
algunas modalidades, una referencia puede ser obtenida de una muestra sin
tratar. En algunos ejemplos, una referencia es obtenida de una muestra sin
enfermedad y sin tratar de un sujeto individual. En algunos ejemplos, una
referencia es obtenida de uno o mas individuos sanos que no sean el sujeto o
paciente.

Como se usa en la presente, ‘retraso del desarrollo de una
enfermedad" significa diferir, obstaculizar, detener, retardar, estabilizar, suprimir
y/o posponer el desarrollo de la enfermedad (como el cancer). Este retraso puede
ser de longitudes de tiempo variables, dependiendo del estudio de la enfermedad
y/o del individuo que sea tratado. Como es obvio a un experto en la técnica, un
retraso suficiente significativo puede, en efecto, abarcar la prevencion, dado que el
individuo no desarrolla la enfermedad. Por ejemplo, un cancer en etapa final, como
el desarrollo de metastasis, puede ser retardado.

“Prevenir,” como se usa en la presente, incluye proporcionar
profilaxis con respecto a la ocurrencia o recurrencia de una enfermedad en un
sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad pero aun no ha sido
diagnosticado con la enfermedad.

Como se usa en la presente, “suprimir’” una funcion o actividad es
reducir la funcién o actividad cuando se compara con condiciones en otras
circunstancias similares excepto por una condicion o parametro de interés, o de
manera alternativa, en comparacion con otra condicion. Por ejemplo, un
anticuerpo que suprime el crecimiento del tumor reduce la velocidad de
crecimiento del tumor comparada con la velocidad de crecimiento del tumor en
ausencia del anticuerpo.

Una “cantidad efectiva” de un agente se refiere a una cantidad
efectiva, a dosis y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado
terapéutico o profilactico deseado.

Una “cantidad terapéuticamente efectiva” de una sustancia/molecula
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de la invencidn, agonista o antagonista puede variar dependiendo de factores
como el estado de la enfermedad, edad, sexo y peso del individuo, y la capacidad
de la sustancia/molécula, agonista o antagonista para producir una respuesta
deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente efectiva es también una
en la cual cualquier efecto téxico o dafino de la sustancia/molécula, agonista o
antagonista es superado por los efectos terapéuticamente benéficos. Una cantidad
terapéuticamente efectiva puede ser proporcionada en una o mas
administraciones.

Una “cantidad profilacticamente efectiva’ se refiere a una cantidad
efectiva, a dosis y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado
profilactico deseado. Tipicamente, pero no necesariamente, puesto que una dosis
profilactica es usada en sujetos antes de o en una etapa inicial de la enfermedad,
la cantidad profilacticamente efectiva sera menor que la cantidad terapéuticamente
efectiva.

Los términos “formulacion farmacéutica® y  “composicion
farmacéutica” se refieren a una preparacion la cual esta en una forma tal que
permite que la actividad biolégica de los ingredientes sea efectiva, y que no
contiene componentes adicionales que sean inaceptablemente toxicos a un sujeto
al cual la formulacién seria administrada. Esas formulaciones pueden ser estériles.

Un “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a una carga
solida, semisdlida o liquida, diluente, material encapsulante, auxiliar de
formulacion o portador convencional no toxicos en la técnica para usarse con un
agente terapéutico que juntos comprendan una “composicion farmaceutica” para la
administracion a un sujeto. Un portador farmaceuticamente aceptable no es toxico
a los receptores a las dosis y concentraciones empleadas si es compatible con
otros ingredientes de la formulacion. El portador farmaceuticamente aceptable es
apropiado para la formulacion empleada.

Una formulacion “"estéril” es aséptica o esta esencialmente libre de
microorganismaos Vvivos y sus esporas.

La administracion “en combinacion con” uno o mas agentes
terapéuticos adicionales incluye la administracion simultanea (concurrente) y
consecutiva o secuencial en cualquier orden.

El término “concurrentemente” es usado en la presente para referirse
a la administracion de dos o mas agentes terapéuticos, donde al menos parte de
la administracion se superpone en el tiempo o donde la administracion de un

agente terapéutico cae dentro de un periodo corto de tiempo con relacion a la



administracion del otro agente terapéutico. Por ejemplo, dos o mas agentes
terapéuticos son administrados con una separacion de tiempo de no mas de
aproximadamente 60 minutos, como no mas de aproximadamente cualquiera de
30 minutos, 15 minutos, 10 minutos, 5 minutos, o 1 minuto.

El término “secuencialmente” es usado en la presente para referirse
a la administraciéon de dos o mas agentes terapéuticos donde la administracion de
uno o mas agentes continua después de descontinuar la administracion de uno o
mas otros agentes. Por ejemplo, la administracion de dos o mas agentes
terapéuticos es efectuada con una separacion de tiempo mayor de
aproximadamente 15 minutos, como aproximadamente cualquiera de 20 minutos,
30 minutos, 40 minutos, 50 minutos, o 60 minutos, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 1
semana, 2 semanas 0 1 mes o mas.

Como se usa en la presente, “en conjunto con’ se refiere a la
administracion de una modalidad de tratamiento, ademas de otra modalidad de
tratamiento. Por lo tanto, “en conjunto con” se refiere a la administracion de una
modalidad de tratamiento antes, durante o después de la administracion de la otra
modalidad de tratamiento al individuo.

El termino ‘“inserto de paquete” es usado para referirse a las
instrucciones comunmente incluidas en paquetes comerciales de productos
terapéuticos, que contiene informacién acerca de las indicaciones, uso, dosis,
administracion, terapia de combinacion, contraindicaciones y/o advertencias
relacionadas con el uso de esos productos terapéuticos.

Un “articulo de manufactura” es cualquier manufactura (por ejemplo,
un paquete o recipiente) o equipo que comprenda al menos un reactivo, por
ejemplo, un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno (por
glemplo, cancer), 0 una sonda para detectar especificamente un marcador
biolégico descrito aqui. En ciertas modalidades, la manufactura o equipo es
promovida, distribuida o vendida como una unidad para efectuar los métodos
descritos aqui.

Il. Anticuerpos Anti-FGFR2IlIb

En algunos aspectos, la invencion proporciona un anticuerpo
afucosilado dirigido contra FGFR2IlIlb. Los anticuerpos anti-FGFR2IIIb
afucosilados incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos humanizados, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos de raton, y anticuerpos que comprenden las HVRs de
cadena pesada y/o ligera (por ejemplo, CDRs) discutidas en la presente. En un

aspecto, la invencion proporciona anticuerpos afucosilados aislados que se unen a
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FGFR2llIb. En ciertas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado
modula la actividad de FGFR2IllIb. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-
FGFR2IIIb afucosilado tiene actividad de ADCC mejorada. En algunas
modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado tiene afinidad
mejorada por Fc gamma RIIIA. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-
FGFR2IllIb afucosilado tiene afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA (V158). En
algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado tiene afinidad
mejorada por Fc gamma RIIIA (F158).

El anticuerpo anti-FGFR2IlIb designado "aFGFR2b" descrito en la
presente en los Ejemplos y el listado de secuencias pretende tener la misma
secuencia de aminoacidos que el anticuerpo HuGAL-FR21 en la Patente
Estadounidense No. 8,101,723 B2, expedida en enero 24, 2012. La Patente
Estadounidense No. 8,101,723 B2 es incorporada especificamente aqui como
referencia para cualquier proposito, y, en particular, las Figuras 13 y 14 de la
Patente Estadounidense No. 8,101,723 B2, la cual muestra las secuencias de
aminoacidos de regiones variables y cadenas de anticuerpo maduras de longitud
completa de HUGAL-FR21, son incorporadas aqui como referencia para cualquier
propésito. Ademas, las secuencias de HVR del anticuerpo HuGAL-FR21, las
cuales se encuentran subrayadas en la Figura 13 de la Patente Estadounidense
No. 8,101,723 B2, son incorporadas especificamente aqui como referencia para
cualquier proposito.

En un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo anti-
FGFR2IlIb afucosilado que comprende al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, o
seis HVRs (por ejemplo, CDRs) seleccionadas de entre (a) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; (c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb
afucosilado comprende una regién variable de cadena pesada y una region
variable de cadena ligera. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
afucosilado comprende al menos una cadena pesada que comprende una region
variable de cadena pesada y al menos una porcion de una region constante de

cadena pesada, y al menos una cadena ligera que comprende una region variable



34

de cadena ligera y al menos una porcion de una region constante de cadena
ligera. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado
comprende dos cadenas pesadas, donde cada cadena pesada comprende una
region variable de cadena pesada y al menos una porcion de una region constante
de cadena pesada, y dos cadenas ligeras, donde cada cadena ligera comprende
una cadena region variable de cadena ligera y al menos una porcion de una region
constante de cadena ligera. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-
FGFR2IllIb afucosilado comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una regién variable
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
5. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado comprende
una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la  SEQ ID
NO: 2 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 3.

En un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo anti-
FGFR2IlIb afucosilado que comprende seis HVRs que comprenden (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; (¢c) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11. En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-FGFR2IllIb afucosilado comprende las seis HVRs
como se describio anteriormente y se une a FGFR2IlIb. En algunas modalidades,
el anticuerpo  anti-FGFR2IIIb afucosilado que comprende las seis HVRs como se
describid anteriormente, se une a FGFR2llIb y tiene al menos una actividad
seleccionada de actividad de ADCC mejorada y afinidad mejorada por Fc gamma
RIIIA (como Fc gamma RIIIA (V158) y/o Fc gamma RIIIA (F158)). En algunas
modalidades, el anticuerpo anti-FGFRIIIb afucosilado no se une a FGFR2lllc.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo anti-
FGFR2IlIb afucosilado que compite con un anticuerpo anti-FGFR2IIIb que
comprende seis HVRs que comprenden (a) HVR-H1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 8; (d) HVR-L1 gque comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 9; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de la SEQ ID NO: 10; y (f) HVR-L3 gque comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 11.

En un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo afucosilado
que comprende al menos una, al menos dos, o las tres secuencias de Vy HVR
seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 6; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 7; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 8.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo afucosilado
que comprende al menos una, al menos dos, o las tres secuencias de Vi HVR
seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 9; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 10; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 11.

En otro aspecto, un anticuerpo afucosilado de la invencion
comprende (a) un dominio de Vy que comprende al menos una, al menos dos, o
las tres secuencias de Vy HVR seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, (i) HVR-H2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7, y (iii) HVR-H3 que comprende una
secuencia de aminodcidos seleccionada de la SEQ ID NO: 8; y (b) un dominio de
V. que comprende al menos una, al menos dos, o las tres secuencias de V| HVR
seleccionadas de (i) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 9, (ii) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 10, y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 11,

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado
comprende una secuencia de dominio variable de cadena pesada (Vy) que tiene al
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4. En
ciertas modalidades, una secuencia de Vy que tiene al menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad contiene sustituciones (por
ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones, o supresiones con relacion a
la secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-FGFR2IIIb que comprende esa
secuencia retiene la capacidad de unirse a FGFR2llIb. En ciertas modalidades,
ese anticuerpo anti-FGFR2IIIb retiene la capacidad de unirse selectivamente

a FGFR2IIIb sin unirse a FGFR2lllc. En ciertas modalidades, han sido sustituidos,
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insertados y/o suprimidos un total de 1 a 10 aminoacidos en la SEQ ID NO: 4. En
ciertas modalidades, las sustituciones, inserciones, o supresiones ocurren en la
region fuera de las HVRs (es decir, en los FRs). Opcionalmente, el anticuerpo anti-
FGFR2IlIb afucosilado comprende la secuencia de Vy de la SEQ ID NO: 5,
incluyendo modificaciones postraslacionales de esa secuencia. En una modalidad
particular, una V4 comprende una, dos o tres HVRs seleccionadas de: (a) HVR-H1
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (b) HVR-HZ que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; y (¢) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8.

En otro aspecto, es proporcionado un anticuerpo anti-FGFR2IlIb
afucosilado, donde el anticuerpo comprende un dominio variable de cadena ligera
(VL) que tiene al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 88%, 99%,
o 100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 5. En ciertas modalidades, una secuencia de V. que tiene al menos 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad contiene
sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones, o0
supresiones con relacion a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-
FGFR2IllIb que comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse a
FGFR2IlIb. En ciertas modalidades, ese anticuerpo anti-FGFR2llIb retiene Ia
capacidad de unirse selectivamente a FGFR2IlIIb sin unirse a FGFR2lllc. En
ciertas modalidades, han sido sustituidos, insertados y/o suprimidos un total de 1 a
10 aminoacidos en la SEQ ID NO: 5. En ciertas modalidades, las sustituciones,
inserciones, o supresiones ocurren en la region fuera de las HVRs (es decir, en los
FRs). Opcionalmente, el anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado comprende una
secuencia de V|_en SEQ ID NO: 4, incluyendo modificaciones postraslacionales de
esa secuencia. En una modalidad particular, una V| comprende una, dos o tres
HVRs seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 9; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 10; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 11.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado
comprende una secuencia de dominio variable de cadena pesada (VH) que tiene
al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y un
dominio variable de cadena ligera (V) que tiene al menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con la
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secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En ciertas modalidades, una
secuencia de Vg que tiene al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, o 99% de identidad contiene sustituciones (por ejemplo, sustituciones
conservadoras), inserciones, o supresiones con relacion a la secuencia de
referencia, y una secuencia de V| que tiene al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad contiene sustituciones (por ejemplo,
sustituciones conservadoras), inserciones, o supresiones con relacion a la
secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-FGFR2IIIb que comprende esa
secuencia retiene la capacidad de unirse a FGFR2IIIb. En ciertas modalidades,
ese anticuerpo anti-FGFR2IIIb retiene la capacidad de unirse selectivamente a
FGFR2IlIb sin unirse a FGFR2lllc. En ciertas modalidades, han sido sustituidos,
insertados y/o suprimidos un total de 1 a 10 aminoacidos en la SEQ ID NO: 4. En
ciertas modalidades, han sido sustituidos, insertados y/o suprimidos un total de 1 a
10 aminoacidos en la SEQ ID NO: 5. En ciertas modalidades, las sustituciones,
inserciones, o supresiones ocurren en la region fuera de las HVRs (es decir, en los
FRs). Opcionalmente, el anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado comprende una
secuencia de Vy en la SEQ ID NO: 4 y una secuencia de V| de la SEQ ID NO: 5,
incluyendo modificaciones postraslacionales de una o ambas secuencias. En una
modalidad particular, una Vy comprende una, dos o tres HVRs seleccionadas de:
(a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (b)
HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; y (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8; y una
V. comprende una, dos o tres HVRs seleccionadas de (a) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9; (b) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10; y (c) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11,

En otro aspecto, es proporcionado un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
afucosilado, donde el anticuerpo comprende una Vy como en cualquiera de las
modalidades proporcionadas anteriormente, y una V. como en cualquiera de las
modalidades proporcionadas anteriormente. En una modalidad, el anticuerpo
comprende una de las secuencias de Vi y V| de la SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5,
respectivamente, incluyendo modificaciones postraslacionales de aquellas
secuencias.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado
comprende una secuencia de cadena pesada que tiene al menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con la
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secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En ciertas modalidades, una
secuencia de cadena pesada que tiene al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad contiene sustituciones (por ejemplo,
sustituciones conservadoras), inserciones, o0 supresiones con relacién a la
secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado que
comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse a FGFR2llIb. En ciertas
modalidades, ese anticuerpo anti-FGFR2Illb retiene la capacidad de unirse
selectivamente a FGFR2IIIb sin unirse a FGFR2Illc. En ciertas modalidades, han
sido sustituidos, insertados y/o suprimidos un total de 1 a 10 aminoacidos en la
SEQ ID NO: 2. En ciertas modalidades, las sustituciones, inserciones, ©
supresiones ocurren en la region fuera de las HVRs (es decir, en los FRs).
Opcionalmente, la cadena pesada del anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado
comprende una secuencia de Vi en la SEQ ID NO: 2, incluyendo modificaciones
postraslacionales de esa secuencia. En una modalidad particular, la cadena
pesada comprende una, dos o tres HVRs seleccionadas de: (a) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (b) HVR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; y (¢) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8.

En otro aspecto, es proporcionado un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
afucosilado, donde el anticuerpo comprende una cadena ligera que tiene al menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3. En ciertas
modalidades, una secuencia de cadena ligera que tiene al menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99% de identidad contiene sustituciones (por
ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones, o supresiones con relacion a
la secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-FGFR2IIIb que comprende esa
secuencia retiene la capacidad de unirse a FGFR2IllIb. En ciertas modalidades,
ese anticuerpo anti-FGFR2IlIb retiene la capacidad de unirse selectivamente
a FGFR2IlIb sin unirse a FGFR2lllc. En ciertas modalidades, han sido sustituidos,
insertados y/o suprimidos un total de 1 a 10 aminoacidos en la SEQ ID NO: 3. En
ciertas modalidades, las sustituciones, inserciones, 0 supresiones ocurren en la
region fuera de las HVRs (es decir, en los FRs). Opcionalmente, la cadena ligera
del anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado comprende una secuencia de V| en la
SEQ ID NO: 3, incluyendo modificaciones postraslacionales de esa secuencia. En
una modalidad particular, la cadena ligera comprende una, dos o tres HVRs

seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
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SEQ ID NO: 9; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 10; y (¢) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 11.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-FGFR2llIb afucosilado
comprende una secuencia de cadena pesada que tiene al menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y una secuencia de cadena ligera
que tiene al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%. 98%, 99%, o
100% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 3. En ciertas modalidades, una secuencia de cadena pesada que tiene al
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad
contiene sustituciones (por gjemplo, sustituciones conservadoras), inserciones, o
supresiones con relacion a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-
FGFR2IIIb que comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse a
FGFR2IlIb. En ciertas modalidades, ese anticuerpo anti-FGFR2IIIb retiene la
capacidad de unirse selectivamente a FGFR2llIb sin unirse a FGFR2Illc. En
ciertas modalidades, una secuencia de cadena ligera que tiene al menos 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad contiene
sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones, o
supresiones con relacion a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-
FGFR2IIIb que comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse a
FGFR2IIIb. En ciertas modalidades, ese anticuerpo anti-FGFR2IlIb retiene la
capacidad de unirse selectivamente a FGFR2lIIb sin unirse a FGFR2Illc. En
ciertas modalidades, han sido sustituidos, insertados y/o suprimidos un total de 1 a
10 aminoacidos en la SEQ ID NO: 2. En ciertas modalidades, han sido sustituidos,
insertados y/o suprimidos un total de 1 a 10 aminoacidos en la SEQ ID NO: 3. En
ciertas modalidades, las sustituciones, inserciones, o supresiones ocurren en la
region fuera de las HVRs (es decir, en los FRs). Opcionalmente, la cadena pesada
del anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado comprende una secuencia de Vy en la
SEQ ID NO: 2, incluyendo modificaciones postraslacionales de esa secuencia y la
cadena ligera del anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado comprende una secuencia
de V. en la SEQ ID NO: 3, incluyendo modificaciones postraslacionales de esa
secuencia. En una modalidad particular, la cadena pesada comprende una, dos o
tres HVRs seleccionadas de: (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; y (¢) HVR-H3 que comprende la secuencia de
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aminoacidos de la SEQ ID NO: 8; y la cadena ligera comprende una, dos o tres
HVRs seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 9; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 10; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 11.

Anticuerpos quimeéricos ejemplares

En ciertas modalidades, un anticuerpo, como un anticuerpo
afucosilado, proporcionado en la presente es un anticuerpo quimeérico. Ciertos
anticuerpos quiméricos son descritos, por ejemplo, en la Patente Estadounidense
No. 4,816,567; y Morrison et al., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855
(1984)). En un ejemplo, un anticuerpo guimérico comprende una region variable
no humana (por ejemplo, una region variable derivada de un ratén, rata, hamster,
conejo, o primate no humano, como un mono) y una region constante humana. En
un ejemplo mas, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo “de clase cambiada” en
el cual la clase o subclase ha sido modificada de las del anticuerpo original. Los
anticuerpos quimericos incluyen fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

Los anticuerpos quimericos afucosilados ejemplares no limitantes
incluyen anticuerpos quiméricos que comprenden las secuencias de cadena
pesada de HVR1, HVRZ2, y HVR3, y/o cadena ligera HVR1, HVR2, HVR3 descritas
en la presente. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-FGFR2IlIb quimérico
afucosilado comprende las regiones variables descritas anteriormente y se une a
FGFR2IIIb. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-FGFR2Illb quimérico
afucosilado que comprende las regiones variables descritas anteriormente, se une
a FGFR2IlIb y tiene al menos una actividad seleccionada de actividad de ADCC
mejorada y afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA (como Fc gamma RIIIA (V158)
y/o Fc gamma RIIIA (F158)). En algunas modalidades, el anticuerpo anti-FGFRIIIb
quimeérico afucosilado no se une a FGFR2lllc.

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
quimérico afucosilado comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de region variable que es al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,
al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98%, o al menos 99% idéntica a la SEQ ID NO: 4, donde el anticuerpo se
une a FGFR2lllb. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
quimerico afucosilado comprende una cadena ligera que comprende una
secuencia de region variable que es al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,

al menos 93%, al menos 94%, al menos 95 %, al menos 96%, al menos 97%, al
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menos 98%, o al menos 99% idéntica a la SEQ ID NO: 5, donde el anticuerpo se
une a FGFR2lllb. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
quimérico afucosilado comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de region variable que es al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,
al menos 93%, al menos 94%, al menos 95 %, al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98%, o al menos 99% idéntica a la SEQ ID NO: 4; y una cadena ligera que
comprende una secuencia de region variable que es al menos 90%, al menos
91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% idéntica a la SEQ ID NO: 5; donde
el anticuerpo se une a FGFR2IlIb.

Los anticuerpos anti-FGFR2IlIb quiméricos afucosilados ejemplares
también incluyen anticuerpos quimeéricos que compiten por la union a FGFR2IIIb
con un anticuerpo o fragmento del mismo descrito en la presente. De este modo,
en algunas modalidades, es proporcionado un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
quimeérico que compite por la union a FGFR2IIIb con un anticuerpo que comprende
una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y una region variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. En algunas
modalidades, el anticuerpo compite por la union a FGFR2IlIb, pero no se une
FGFR2lllc.

En algunas modalidades, un anticuerpo quimérico descrito aqui
comprende una o mas regiones constantes humanas. En algunas modalidades, la
region constante de cadena pesada humana es de un isotipo seleccionado de
entre IgA, 1gG, e IgD. En algunas modalidades, la region constante de cadena
ligera humana es de un isotipo seleccionado de k y A. En algunas modalidades, un
anticuerpo quimeérico descrito aqui comprende una region constante de IgG
humana. En algunas modalidades, un anticuerpo quimérico descrito aqui
comprende una region constante de cadena pesada de IgG4 humana. En algunas
modalidades, un anticuerpo quimerico descrito aqui comprende una region
constante de IgG4 humana y una cadena ligera kK humana.

Como se hizo notar anteriormente, si o0 no la funcion efectora es
deseable puede depender del método particular de tratamiento pretendido para un
anticuerpo. De este modo, en algunas modalidades, cuando es deseable la
funcion efectora, es seleccionado un anticuerpo anti-FGFR2IIIb quimérico
que comprende una region constante de cadena pesada de IgG1 humana o una

region constante de cadena pesada de IgG3 humana. En algunas modalidades,
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cuando la funcion efectora no es deseable, es seleccionado un anticuerpo anti-
FGFR2IIIb quimerico que comprende una region constante de cadena pesada de
IgG4 o 1gG2 humana.

Anticuerpos humanizados ejemplares

En algunas modalidades, son proporcionados anticuerpos
humanizados afucosilados que se unen FGFR2IlIb. Los anticuerpos humanizados
son Utiles como moléculas terapéuticas debido a que los anticuerpos humanizados
reducen o eliminan la respuesta inmune humana a anticuerpos no humanos (como
la respuesta al anticuerpo antirratén de humano (HAMA)), lo cual puede dar como
resultado una respuesta inmune a un anticuerpo terapéutico, y efectividad
disminuida del agente terapéutico.

En ciertas modalidades, un anticuerpo quimeérico es un anticuerpo
humanizado. Tipicamente, un anticuerpo no humano es humanizado para reducir
la inmunogenicidad a humanos, reteniendo a la vez la especificidad y afinidad del
anticuerpo no humano original. Generalmente, un anticuerpo humanizado
comprende uno o mas dominios variables en los cuales las HVRs, por ejemplo,
CDRs, (o porciones de las mismas) son derivadas de un anticuerpo no humano, y
los FRs (o porciones de los mismos) son derivados de secuencias de anticuerpo
humano. Un anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera al
menos una porcion de una region constante humana. En algunas modalidades,
algunos residuos de FR en un anticuerpo humanizado son sustituidos con
residuos correspondientes de un anticuerpoc no humano (por ejemplo, el
anticuerpo del cual se derivaron los residuos de HVR), por ejemplo, para
restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los métodos para producirlos son
revisados, por ejemplo, en Almagro and Fransson, (2008) Front. Biosci. 13: 1619-
1633, y se describen ademas, por ejemplo en Riechmann et al., (1988) Nature
332:323-329; Queen et al., (1989) Proc. Natl Acad. Sci. USA 86: 10029-10033;
Patentes Estadounidenses Nos. 5, 821,337, 7,527,791, 6,982,321, y 7,087,409,
Kashmiri et al., (2005) Methods 36:25-34 (que describe injertar SDR (a-CDR));
Padlan, (1991) Mol. Immunol. 28:489-498 (que describe ‘reformar”); Dall'Acqua et
al., (2005) Methods 36:43-60 (que describe “la concentracion de FR”); y Osbourn
et al., (2005) Methods 36:61-68 and Klimka et al., (2000) Br. J. Cancer, 83:252-260
(que describe el enfoque de “seleccion guiada” para la conservacion de FR).

Las regiones del marco humanas que pueden ser usadas para la
humanizacion incluyen, pero no se limitan a: regiones de marco seleccionadas



43

usando el método del "mejor ajuste” (véase, por ejemplo, Sims et al. (1993) J.
Immunol. 151:2296); las regiones del marco derivadas de la secuencia de
consenso de anticuerpos humanos de un subgrupo particular de regiones
variables de cadena ligera o pesada (véase, por ejemplo Carter et al. (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; y Presta et al. (1993) J. Immunol, 151:2623);
regiones de marco maduras humanas (mutadas somaticamente) o regiones de
marco de linea germinal humanas (véase, por ejemplo, Almagro y Fransson,
(2008) Front. Biosci. 13:1619-1633); y regiones de marco derivadas de la
seleccion de bibliotecas de FR (véase, por ejemplo, Baca et al., (1997) J. Biol.
Chem. 272: 10678-10684 y Rosok et al., (1996) J. Biol. Chem. 271 :22611-22618).

Los anticuerpos humanizados ejemplares no limitantes incluyen
aFGFR2b, descritos en la presente. Los anticuerpos humanizados afucosilados
ejemplares no limitantes incluyen aFGFR2bA, descritos en la presente, los cuales
tienen las mismas secuencias de aminoacidos que el aFGFR2b que comprende
fucosa (también referido como aFGFR2bF). Los anticuerpos humanizados
afucosilados ejemplares no limitantes también incluyen anticuerpos que
comprenden una region variable de cadena pesada del aFGFR2b y/o una region
variable de cadena ligera del aFGFR2b. Los anticuerpos humanizados
afucosilados ejemplares no limitantes incluyen anticuerpos que comprenden una
region variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 4 y/o una region variable de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 5. Los anticuerpos humanizados ejemplares
también incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos humanizados que comprende
las cadenas pesadas HVR1, HVR2, y HVR3, y/o cadenas ligeras HVR1, HVRZ2, y
HVR3 del aFGFR2b. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-FGFR2IlIb
humanizado comprende las HVRs descritas anteriormente (es decir, (a) HVR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7; (¢) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8; (d) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9; (e) HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11) y se une a
FGFR2Illb. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-FGFR2IIIb humanizado
comprende las HVRs descritas anteriormente, se une a FGFR2IlIb y tiene al
menos una actividad seleccionada de actividad de ADCC mejorada y afinidad
mejorada por Fc gamma RIIIA (como el Fc gamma RIIIA(V158) y/o Fc gamma
RINIA(F188)). En algunas modalidades, el anticuerpo anti-FGFRIIIb
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humanizado fucosilado no se une a FGFR2Illc.

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb
humanizado afucosilado comprende cadenas pesadas HVR1, HVR2, y HVR3 y/o
cadenas ligeras HVR1, HVR2, y HVR3 of aFGFR2b. Los anticuerpos anti-
FGFR2lllb humanizados afucosilados ejemplares no limitantes incluyen
anticuerpos que comprenden los conjuntos de cadenas pesadas HVR1, HVR2, y
HVR3 expuestas en las SEQ ID NOs: 6, 7, y 8. Los anticuerpos anti-FGFR2[lIb
humanizados afucosilados ejemplares no limitantes también incluyen anticuerpos
que comprenden los conjuntos de cadenas ligeras HVR1, HVR2Z, y HVR3
expuestas en las SEQ ID NOs: 9, 10, y 11.

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb
humanizado afucosilado comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de region variable que es al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,
al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98%, o al menos 99% idéntica a la SEQ ID NO: 4, y donde el anticuerpo se
une a FGFR2IlIIb. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
humanizado afucosilado comprende una cadena ligera que comprende una
secuencia de region variable que es al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,
al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98%, o al menos 99% idéntica a la SEQ ID NO: 5, donde el anticuerpo se
une a FGFR2IlIb. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb
humanizado afucosilado comprende una cadena pesada que comprende una
secuencia de region variable que es al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%,
al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al
menos 98%, o al menos 99% identica a la SEQ ID NO: 4; y una cadena ligera que
comprende una secuencia de region variable que es al menos 90%, al menos
91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%,
al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% idéntica a la SEQ ID NO: 5; donde
el anticuerpo se une a FGFR2IlIb.

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb
humanizado afucosilado comprende al menos una de las HVRs discutidas aqui.
Eso es, en algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2Illb humanizado
afucosilado comprende al menos una HVR seleccionada de una cadena pesada
HVR1 discutida aqui, una cadena pesada HVR2 discutida aqui, una cadena
pesada HVR3 discutida aqui, una cadena ligera HVR1 discutida aqui, una cadena

ligera HVR2 discutida aqui, y una cadena ligera HVR3 discutida aqui. Ademas, en
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algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IIIb humanizado afucosilado
comprende al menos una HVR mutante sobre la base de una HVR discutida aqui,
donde la HVR mutante comprende 1, 2, 3, o0 4 sustituciones de aminoacido con
relacion a la HVR discutida aqui. En algunas modalidades, una o mas de las
sustituciones de aminoacido son sustituciones de aminoacido conservadoras. Un
experto en la técnica puede seleccionar una o mas sustituciones de aminoacido
conservadoras adecuadas para una secuencia de HVR particular, donde se estima
que las sustituciones de aminoacido conservadoras adecuadas no alteran
significativamente las propiedades de unidn del anticuerpo que comprende la HVR
mutante.

Los anticuerpos anti-FGFR2IlIb humanizados afucosilado ejemplares
también incluyen anticuerpos que compiten por la unién a FGFR2IlIb con un
anticuerpo o fragmento del mismo descrito en la presente. De este modo, en
algunas modalidades, es proporcionado un anticuerpo anti-FGFR2I1Ib
humanizado que compite por la unién a FGFR2llIb con aFGFR2b. En algunas
modalidades, es proporcionado un anticuerpo anti-FGFR2Illb humanizado
afucosilado que compite por la union a FGFR2IIIb con aFGFR2b y que tiene al
menos una actividad seleccionada de actividad de ADCC mejorada y afinidad
mejorada por Fc gamma RIIIA (como Fc gamma RIIA(V158) ylo Fc gamma
RIIIA(F158)). En algunas modalidades, el anti-FGFRIIIb anticuerpo humanizado
afucosilado no se une a FGFR2llIc.

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb
humanizado afucosilado comprende una o mas regiones constantes humanas. En
algunas modalidades, la region constante de cadena pesada humana es de un
isotipo seleccionado de IgA, IgG, e IgD. En algunas modalidades, la region
constante de cadena ligera humana es un isotipo seleccionado de k y A.

En algunas modalidades, un anticuerpo humanizado afucosilado
descrito aqui comprende una region constante de IgG humana. En algunas
modalidades, cuando es deseable la funcion efectora, es seleccionado un
anticuerpo anti-FGFR2IlIb humanizado afucosilado que comprende una
region constante de cadena pesada de |lgG1 humana o una region constante de
cadena pesada de 1gG3 humana. En algunas modalidades, un anticuerpo
humanizado afucosilado descrito aqui comprende una region constante de IgG1
humana. En algunas modalidades, un anticuerpo humanizado afucosilado descrito
aqui comprende una region constante IgG1 humana, donde N297 no esta

fucosilado. En algunas modalidades, un anticuerpo humano afucosilado descrito
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aqui comprende una region constante de IgG1 humana y una cadena ligera «
humana.

En algunas modalidades, un anticuerpo humanizado afucosilado
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 2 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3. En algunas modalidades, un anticuerpo humanizado
afucosilado comprende una cadena pesada que consiste de la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, y cualquier modificacién postranslacional, y una
cadena ligera que consiste la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, y
cualquier modificacion postranslacional.

Region Constante de Anticuerpo Ejemplares

En algunas modalidades, un anticuerpo afucosilado descrito aqui
comprende una o0 mas regiones constantes humanas. En algunas modalidades, la
region constante de cadena pesada humana es de un isotipo seleccionado de IgA,
IgG, e IgD. En algunas modalidades, la region constante de cadena ligera humana
es de un isotipo seleccionado de K y A.

En algunas modalidades, un anticuerpo afucosilado descrito en la
presente comprende una region constante de IgG humana. En algunas
modalidades, cuando es deseable la funcion efectora, es seleccionado un
anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado que comprende una region constante de
cadena pesada de IgG1 humana o una region constante de cadena pesada de
IgG3 humana. En algunas modalidades, un anticuerpo afucosilado descrito aqui
comprende region constante de IgG1 humana. En algunas modalidades, un
anticuerpo afucosilado descrito aqui comprende una region constante de 1gG1
humana, donde N297 no esta fucosilado. En algunas modalidades, un anticuerpo
afucosilado descrito aqui comprende una region constante de IgG1 humana y una
cadena ligera k humana.

A través de la presente especificacion y las reivindicaciones a menos
que sea establecido o conocido explicitamente por un experto en la técnica, la
numeracion de esos residuos en una cadena pesada de inmunoglobulina es la del
indice EU como en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991),
incorporada expresamente aqui como referencia. El “indice EU como en Kabat” se
refiere a la numeracion de residuos del anticuerpo EU IgG1 humano.

En ciertas modalidades, un anticuerpo de la invencion comprende

una region Fc variante que tiene al menos una sustitucion de aminoacido
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comparada con la Region Fc de un IgG natural o un anticuerpo natural. En ciertas
modalidades, la region Fc variante tiene dos o mas sustituciones de aminoacido
en la Region Fc del anticuerpo natural. En ciertas modalidades, la region Fc
variante tiene tres o mas sustituciones de aminoacido en la Region Fc del
anticuerpo natural. En ciertas modalidades, la region Fc variante tiene al menos
una, dos o tres o mas sustituciones de aminoacidos de las Regiones Fc descritas
en la presente. En ciertas modalidades, la region Fc variante de la presente
poseera al menos aproximadamente 80% de homologia con una Region Fc de
secuencia nativa y/o con una Regién Fc de un anticuerpo original. En ciertas
modalidades, la region Fc variante de l|la presente poseera al menos
aproximadamente 90% de homologia con una Region Fc de secuencia nativa y/o
con una Region Fc de un anticuerpo original. En ciertas modalidades, la region Fc
variante poseera al menos aproximadamente 95% de homologia con una Region
Fc de secuencia nativa y/o con una Regién Fc de un anticuerpo original.

En ciertas modalidades, un anticuerpo proporcionado en la presente
es alterado para incrementar o hacer disminuir un grado en el cual el anticuerpo
fue glicosilado. La adicion o supresion de sitios de glicosilacion para un anticuerpo
puede ser lograda convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos, de
modo que sea creado o removido uno 0 mas sitios de glicosilacion.

Donde el anticuerpo comprende una Regién Fc, el carbohidrato unido
a éste puede ser alterado. Los anticuerpos nativos producidos por células de
mamifero tipicamente comprenden un oligosacarido ramificado, biantenario que
generalmente es unido por un enlace de N al 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, N-acetil
glucosamina (GIcNAc), galactosa, y acido sialico, asi como una fucosa unida a
GlcNAc en el “tallo” de la estructura del oligosacarido biantenaria. En algunas
modalidades, las modificaciones del oligosacarido en un anticuerpo de la
invencion pueden ser efectuadas para crear anticuerpos con ciertas propiedades
mejoradas.

En una modalidad, son proporcionados anticuerpos que tienen una
estructura de carbohidrato que carece de fucosa unida (directa o indirectamente) a
una Region Fc (es decir, anticuerpos afucosilados). Por ejemplo, la cantidad de
fucosa en una composicion que comprende una pluralidad de esos anticuerpos
puede ser de 0% hasta aproximadamente 5%. En algunas modalidades, una

composicion que comprende una pluralidad de esos anticuerpos comprende al



438

menos 95% de anticuerpos afucosilados. La cantidad de fucosa es determinada
calculando la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena de azucar en la
Asn297, con relacion a la suma de todas las glicoestructuras unidas a Asn 297
(por ejemplo, estructuras de manosa complejas, hibridas y superiores). Los
métodos ejemplares no limitantes de deteccion de fucosa en un anticuerpo
incluyen espectrometria de masas MALDI-TOF (véase, por ejemplo, la WO
2008/077546), medicion por HPLC de los oligosacaridos marcados de manera
fluorescente liberados (véase, por ejemplo, Schneider et al., “N-Glycan analysis of
monoclonal antibodies and other glycoproteins using UHPLC with fluorescence
detection,” Agilent Technologies, Inc. (2012); Lines, J. Pharm. Biomed. Analysis,
14: 601-608 (1996); Takahasi, J. Chrom., 720: 217-225 (1996)), medicién por
electroforesis capilar de los oligosacaridos marcados de manera fluorescente
liberados (vease, por ejemplo, Ma et al., Anal. Chem., 71: 5185-5192 (1999)), y
HPLC con deteccion amperométrica pulsatii para medir la composicion del
monosacarido (vease, por ejemplo, Hardy, et al., Analytical Biochem., 170: 54-62
(1988)). Asn297 se refiere al residuo de asparagina localizado aproximadamente
en la posicion 297 en la Regién Fc (numeracion EU de los residuos de la Region
Fc); sin embargo, el Asn297 también puede localizarse aproximadamente + 3
aminoacidos hacia adelante o hacia atras de la posicion 297, es decir, entre las
posiciones 294 y 300, debido a variaciones de secuencia menores en los
anticuerpos. En el anticuerpo aFGFR2b descrito aqui, Asn297 se encuentra en la
secuencia QYNST, y se encuentra en negritas y subrayada en la Tabla de
Secuencias mostrada mas adelante, SEQ ID NO: 2. Las variantes de
fucosilacion pueden tener funcion de ADCC mejorada. Véase, por ejemplo, las
Publicaciones de Patentes Estadounidenses Nos. US 2003/0157108
(Presta, L.); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los ejemplos de
publicaciones relacionadas con anticuerpos “afucosilados” o “deficientes en
fucosa” incluyen: US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US
2003/0115614; US 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: WO2005/053742:
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 afucosilados incluyen células de CHO Lec13
deficientes en fucosilacion de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys.
249:533-545 (1986); Solicitud de Patente Estadounidense No. US 2003/0157108
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A1, Presta, L; y WO 2004/056312 A1, Adams et al., especialmente en el Ejemplo
11), y lineas celulares modificadas, como lineas celulares que carecen de un gen
alfa-1,6-fucosiltransferasa funcional, FUT8, por ejemplo, células CHO modificadas
(véase, por ejemplo, Yamane-Ohnuki ef al. Biotech. Bioeng. 87. 614 (2004);
Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-688 (2006); y WO2003/085107).

Se proporcionan ademas anticuerpos con oligosacaridos bisectados,
por ejemplo, en los cuales un oligosacarido biantenario unido a la Region Fc del
anticuerpo es bisectado por GlcNAc. Esos anticuerpos pueden tener fucosilacion
reducida y/o funcion de ADCC mejorada. Los Ejemplos de esos anticuerpos son
descritos, por ejemplo, en la WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.), Patente
Estadounidense No. 6,602,684 (Umana et al.); y US 2005/0123546
(Umana et al.). Se proporcionan anticuerpos con al menos un residuo de galactosa
en el oligosacarido unido a la Region Fc. Esos anticuerpos pueden tener funcion
de CDC mejorada. Esos anticuerpos son descritos, por ejemplo, en la WO
1997/30087 (Patel et al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); y la WO 1999/22764 (Raju,
-8

También se proporcionan anticuerpos con extensiones lider amino-
terminal. Por ejemplo, uno o mas aminoacidos residuales de la secuencia lider
amino-terminal estan presentes en el amino-terminal de cualquiera de una o mas
cadenas pesada o ligera de un anticuerpo. Una extension lider amino-terminal
ejemplar comprende o consiste de tres aminoacidos residuales, VHS, presentes
sobre una o ambas cadenas ligeras de un anticuerpo.

La vida media in vivo o suero de los polipéptidos de union de alta
afinidad FcRn humanos puede ser ensayada, por ejemplo, en ratones
transgénicos, en humanos, o en primates no humanos a los cuales sean
administrados los polipéptidos con una region Fc variante. Vease también, por
ejemplo, Petkova et al. International Immunology 18(12):1759-1769 (2006).

En algunas modalidades de la invencion, un anticuerpo afucosilado
media la ADCC en presencia de células efectoras humanas mas efectivamente
que un anticuerpo original que comprende fucosa. Generalmente, la actividad de
ADCC puede ser determinada usando el ensayo de ADCC in vitro como se
describe en la presente, pero se contemplaron otros ensayos o métodos para
determinar la actividad de ADCC, por ejemplo en un modelo animal, etc.

En ciertas modalidades, el "Kp,” “Kg," “Kd” o “valor de Kd" de

anticuerpo es medido usando ensayos de resonancia plasmonica superficial
usando un BIACORE®-2000 o un BIACORE™-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway,
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N.J.) a 25 °C con microcircuitos CM5 de antigeno inmovilizado a ~10 unidades de
respuesta (UR). De manera breve, los microcircuitos biodetectores de dextrano
carboximetilados (CM5, BIACORE, Inc.) son activados con clorhidrato de N-etil-N'-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. El antigeno es diluido con acetato de
sodio a 10 mM, pH 4.8, a5 pg/mL (~0.2 uM) antes de inyectar a una velocidad
de flujo de 5 pL/minuto para lograr aproximadamente 10 unidades de respuesta
(UR) de la proteina acoplada. Después de la inyeccion del antigeno, se inyecta
metanolamina 1 M para bloguear los grupos sin reaccionar. Para las mediciones
cinéticas, son inyectadas diluciones en serie de polipéptido, por ejemplo,
anticuerpo de longitud completa en PBS con tensoactivo TWEEN-20™ (PBST) al
0.05% a 25 °C a una velocidad de flujo de aproximadamente 25 pL/min. Las
velocidades de asociacion (kon) y velocidades de disociacion (kq¢) son calculadas
usando un modelo de unién de Langmuir uno a uno simple (BIACORE® Evaluation
Software version 3.2) ajustando simultaneamente los sensogramas de asociacion
y disociacion. La constante de disociacion al equilibrio (Kd) es calculada como la
relacion de kei/kon. Véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881
(1999). Si la velocidad de asociacién excede de 10° M''s™ por el ensayo de
resonancia plasmoénica superficial anterior, entonces puede ser determinada una
velocidad de asociacion usando una tecnica de extincion fluorescente que mide el
incremento o disminucion en la intensidad de emision de fluorescencia
(excitacion=295 nm; emision=340 nm, 16 nm de paso de banda) a 25 °C de un
anticuerpo antiantigeno 20 nM en PBS, pH 7.2, en presencia de concentraciones
crecientes de antigeno de acuerdo a lo medido en un espectrometro como un
espectrometro equipado con interrupcion de flujo (Aviv Instruments) o un
espectrofotometro  SLM-AMINCO™ 8000-series (ThermoSpectronic) con una
cubeta con agitacion.

Una “velocidad de asociaciéon”, o ke, del anticuerpo también puede
ser determinada como se describié anteriormente usando un sistema BIACORE®-
2000 o BIACORE®-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ).

En ciertas modalidades, la diferencia entre los dos valores (por
ejemplo, valores de Kg) es sustancialmente la misma, por ejemplo, menor de
aproximadamente 50%, menor de aproximadamente 40%, menor de
aproximadamente 30%, menor de aproximadamente 20%, y/o menor de
aproximadamente 10% como funcion del valor de referencia/comparador.

En ciertas modalidades, la diferencia entre los dos valores (por
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ejemplo, valores de Kj) es sustancialmente diferente, por ejemplo, mayor de
aproximadamente 10%, mayor de aproximadamente 20%, mayor de
aproximadamente 30%, mayor de aproximadamente 40%, y/o mayor de
aproximadamente 50% como funcién del wvalor de la molécula de
referencia/comparador.

Secuencias Lider Ejemplares

Para que algunas proteinas secretadas se expresen y se
incrementen en grandes cantidades, puede ser deseable una secuencia lider de
una proteina heteréloga. En algunas modalidades, el empleo de secuencias lider
heterdlogas puede ser ventajoso dado que un polipéptido maduro resultante
puede permanecer sin alterarse cuando la secuencia lider sea removida en el ER
durante el proceso de secrecion. Puede requerirse la adicion de una secuencia
lider heteréloga para expresar y secretar algunas proteinas.

Ciertas secuencias lider ejemplares son descritas, por ejemplo, en la
Base de Datos de Secuencia Lider en linea mantenida por el Departamento de
Bioquimica, Universidad Nacional de Singapur. Véase Choo ef al, BMC
Bioinformatics., 6: 249(2005); y Publicacién PCT No. WO 2006/081430.

Ill. Propiedades de los Anticuerpos Anti-FGFR2IlIb Afucosilados

En algunas modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IlIb
afucosilados tienen actividad de ADCC mejorada in vitro y/o in vivo. En algunas
modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2Illb afucosilados tienen actividad de
ADCC mejorada in vitro. En algunas modalidades, la actividad de ADCC in vitro es
determinada por un método descrito en la presente, por ejemplo, en el Ejemplo 3.
De manera breve, las células que expresan FGFR2IlIb son puestas en contacto
con PBMCs humanas recién aisladas a una relacion de efector 25:1 (PBMCs) a
células blanco, en la presencia de un anticuerpo fucosilado o un anticuerpo
afucosilado. En algunas modalidades, son usadas células Ba/F3 que expresan
FGFR2IIIb como células blanco. En algunas modalidades, la citotoxicidad es
determinada cuantificando la liberacion de LDH usando el ensayo de citotoxicidad
no radiactivo CytoTox (Promega, Madison, WI). En algunas modalidades, la lisis
maxima es determinada usando Tritén X-100 al 5% vy la liberacion espontanea es
determinada en ausencia de anticuerpo. En algunas modalidades, el porcentaje de
lisis especifica puede ser determinado usando la formula: (liberacion experimental
- liberacion espontanea)/(liberacion maxima - liberacion espontanea) x 100 = % de
lisis especifica. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2lIIb afucosilado

que tiene actividad de ADCC mejorada da como resultado en la lisis especifica
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que es al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30,
al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 60, al
menos 65, al menos 70, o al menos 75 puntos porcentuales que la lisis especifica
con la misma cantidad de un anticuerpo fucosilado, a al menos una concentracion
de anticuerpo probada. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
afucosilado que tiene actividad de ADCC mejorada da como resultado en la lisis
especifica que es al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos
30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 60, al
menos 65, al menos 70, o al menos 75 puntos porcentuales mayor que la lisis
especifica con un anticuerpo fucosilado, donde cada anticuerpo se encuentra a
una concentracion de entre 0.01 ug/mL y 1 pg/mL y la celulas blanco son celulas
Ba/F3 que expresan FGFR2llIb. En algunas modalidades, los anticuerpos son
probados a una concentracion de 0.01 pg/mL, 0.1 pg/mL, o 1 pg/mL.

En algunas modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2I1Ib
afucosilados tienen afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA. En algunas
modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IlIb afucosilados tienen afinidad
mejorada por Fc gamma RIIIA (V158). En algunas modalidades, los anticuerpos
anti-FGFR2IlIb afucosilados tienen afinidad mejorada por Fc gamma RIIA (F158).
En algunas modalidades, la afinidad del anticuerpo por Fc gamma RIIIA es
determinada usando rescnancia plasmodica superficial, por ejemplo, como se
describe en el Ejemplo 2, y/o como sigue, lo cual es descrito con referencia al Fc
gamma RIIIA (V158), pero que también es adecuada para determinar la afinidad
por Fc gamma RIIIA (F158). De manera breve, en algunas modalidades, el
anticuerpo anti-FGFR2IIIb fucosilado o afucosilado es capturado sobre un
microcircuito de dextran recubierto con proteina A. El Fc gamma RIIIA (V158)
(disponible de, por ejemplo, R&D Systems) es inyectado a varias concentraciones.
La constante de asociacion, constante de disociacion, y afinidad de Fc gamma
RIIA (V158) por el anticuerpo anti-FGFR2IIIb fucosilado y afucosilado puede
ser determinada, por ejemplo, usando el software proporcionado con el sistema de
resonancia plasmonica superficial (por ejemplo, modelo de unién 1:1 de software
de Evaluacion Biacore T200). En algunas modalidades, un anticuerpo anti-
FGFR2IlIb afucosilado con afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA (como Fc
gamma RIIIA (V158) o Fc gamma RIIIA (F158)) se une a Fc gamma RIIIA con al
menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos
7 veces, al menos 10 veces, al menos 12 veces, al menos 15 veces, al menos 17

veces, 0 al menos 20 veces mayor afinidad que un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
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fucosilado. Por ejemplo, si un anticuerpo anti-FGFR2IIb afucosilado se une a Fc
gamma RIlIIA (V158) con una afinidad (Kp) de 9.2 nM y un anticuerpo anti-
FGFR2IIIb fucosilados se une a Fc gamma RIIIA (V158) con una afinidad (Kp) de
207 nM, entonces el anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado se une a Fc
gamma RIIA (V158) con 207/9.2 = 22.5 veces mayor afinidad que el anticuerpo
anti-FGFR2IlIb fucosilado.

IV. Expresion y Produccion de Anticuerpo Anti-FGFR2Illb

Moléculas de Acido Nucleico que Codifican para Anticuerpos
Anti-FGFR2Illb

Se proporcionan moléculas de acido nucleico que comprenden
polinucledtidos que codifican para una o mas cadenas de anticuerpos anti-
FGFR2IlIb. En algunas modalidades, una molecula de acido nucleico comprende
un polinucleétido que codifica una cadena pesada o una cadena ligera de un
anticuerpo anti-FGFR2Illb. En algunas modalidades, una molécula de acido
nucleico comprende un polinucleétido que codifica una cadena pesada y un
polinucledtido que codifica una cadena ligera, de un anticuerpo anti-FGFR2IlIb. En
algunas modalidades, una primera molécula de acido nucleico comprende un
primer polinucledtido que codifica una cadena pesada y una segunda molécula de
acido nucleico que comprende un segundo polinucleétido que codifica una cadena
ligera.

En algunas de esas modalidades, la cadena pesada y la cadena
ligera son expresadas de una molécula de acido nucleico, o de dos moléculas de
acido nucleico separadas, como dos polipéptidos separados. En algunas
modalidades, como cuando un anticuerpo es un scFv, un solo polinucledtido
codifica para un solo polipéptido que comprende ambas de una cadena pesada y
una cadena ligera enlazadas juntas si.

En algunas modalidades, un polinucleodtido que codifica una cadena
pesada o cadena ligera de un anticuerpo anti-FGFR2lllb comprende una
secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia lider, la cual, cuando es
traducida, se localiza en el N-terminal de la cadena pesada o la cadena ligera.
Como se discutio anteriormente, la secuencia lider puede ser la secuencia lider de
cadena pesada o ligera nativa, o puede ser otra secuencia lider heterologa.

Las moleculas de acido nucleico pueden ser construidas usando
técnicas de ADN recombinante convencionales en la técnica. En algunas
modalidades, una molécula de acido nucleico es un vector de expresion que es

adecuado para la expresion en una célula anfitriona seleccionada.
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Vectores

Son proporcionados vectores que comprenden polinucledtidos que
codifican para cadenas pesadas de  anti-FGFR2IlIb y/o cadenas ligeras de anti-
FGFR2IlIb. También se proporcionan vectores que comprenden polinucleotidos
que codifican para cadenas pesadas de anti-FGFR2IlIb y/o cadenas ligeras de
anti-FGFR2IIIb. Esos vectores incluyen, pero no se limitan a, vectores de ADN,
vectores de fago, vectores virales, vectores retrovirales, etc. En algunas
modalidades, un vector comprende una primera secuencia polinucleotidica que
codifica una cadena pesada y una segunda secuencia polinucleotidica que
codifica una cadena ligera. En algunas modalidades, la cadena pesada y la
cadena ligera son expresadas de los vectores como dos polipéptidos separados.
En algunas modalidades, la cadena pesada y la cadena ligera son expresadas
como parte de un solo polipéptido, como, por ejemplo, cuando el anticuerpo es un
scFv.

En algunas modalidades, un primer vector comprende un
polinucleotido que codifica una cadena pesada y un segundo vector comprende un
polinucledtido que codifica una cadena ligera. En algunas modalidades, el primer
vector y el segundo vector son transfectados en células anfitrionas en cantidades
similares (como cantidades molares similares o cantidades en masa similares). En
algunas modalidades, una relacién molar o en masa de entre 5:1 y 1.5 del primer
vector y el segundo vector es transfectado a las celulas anfitrionas. En algunas
modalidades, es usada una relacion en masa entre 1:1 y 1:5 para el vector que
codifica la cadena pesada y el vector que codifica la cadena ligera. En algunas
modalidades, es usada una relacion en masa de 1:2 para el vector que codifica la
cadena pesada y el vector que codifica la cadena ligera.

En algunas modalidades, es seleccionado un vector que se esta
optimizado para la expresion de polipéptidos en células CHO o derivadas de CHO,
o en células NSO. Esos vectores ejemplares son descritos, por ejemplo, en
Running Deer et al., Biotechnol. Prog. 20:880-889 (2004).

Células anfitrionas

En varias modalidades, las cadenas pesadas de anti-FGFR2IlIb y/o
cadenas ligeras de anti-FGFR2llIlb pueden ser expresadas en células
procarioticas, como células de bacterias; o en células eucaridticas, como células
micoticas (como levadura), celulas de plantas, ceélulas de insectos y celulas de
mamifero. Esa expresion puede ser llevada a cabo, por ejemplo, de acuerdo a

procedimientos conocidos en la técnica. Las células eucaridticas ejemplares que
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pueden ser usadas para expresar polipeptidos incluyen, pero no se limitan a,
células COS, incluyendo células COS 7, células 293, incluyendo células 293-
6E; células CHO, incluyendo células CHO-S, DG44.Lec13 CHO, y celulas FUT8
CHO; células PER.C6® (Crucell); y células NSO. En algunas modalidades, las
cadenas pesadas de anti-FGFR2llIlb y/o cadenas ligeras de anti-FGFR2IlIb
pueden ser expresadas en levadura. Vease, por ejemplo, la Publicacion
Estadounidense No. US 2006/0270045 A1. En algunas modalidades, una ceélula
anfitriona eucaridtica particular es seleccionada por su capacidad para producir las
modificaciones postranslacionales de las cadenas pesadas de anti-FGFR2IlIb y/o
cadenas ligeras de anti-FGFR2IIlb. Por ejemplo, en algunas modalidades, las
células CHO producen polipéptidos que tienen un nivel mayor de sialilacion que el
mismo polipéptido producido en celulas 293.

La introduccion de uno o mas acidos nucleicos en una célula
anfitriona deseada puede ser efectuada por cualquier metodo, incluyendo, pero sin
limitarse a, transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-
dextran, transfeccion mediada por lipidos catidnicos, electroporacion,
transduccion, infeccion, etc. Los métodos ejemplares no limitantes son descritos,
por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3" ed.
Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001). Los acidos nucleicos pueden ser
transfectados de manera transitoria o estable en las células anfitrionas deseadas,
de acuerdo con cualquier método adecuado.

En algunas modalidades los anticuerpos anti-FGFR2IIIb
afucosilados son producidos en ceélulas capaces de producir anticuerpos
afucosilados, como las células Lec13 CHO deficientes en fucosilacion de proteinas
(Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); Solicitud de Patente
Estadounidense No. US 2003/0157108 A1, Presta, L; y WO 2004/056312 A1,
Adams et al., especialmente en el Ejemplo 11), y lineas celulares modificadas,
como lineas celulares que carecen de un gen alfa-1,6-fucosiltransferasa funcional,
FUT8, por ejemplo, celulas CHO modificadas (vease, por ejemplo, Yamane-
Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng.,
94(4):680-688 (2006); y WO02003/085107). En algunas modalidades, los
anticuerpos anti-FGFR2IlIIb afucosilados son producidos en celulas CHO que
carecen de un gen FUTS8 funcional. En algunas modalidades, los anticuerpos anti-
FGFR2Illb afucosilados son producidos en células Potelligent® CHOK1SV

(BioWa/lLonza, Allendale, NJ).
Purificacion de Anticuerpos Anti-FGFR2IlIb
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Los anticuerpos anti-FGFR2IIIb pueden ser purificados por cualquier
metodo adecuado. Esos métodos incluyen, pero no se limitan a, el uso de matrices
de afinidad o cromatografia de interaccion hidrofobica. Los ligandos de afinidad
adecuados incluyen el ECD FGFR2Illb y ligandos que se une a regiones
constantes del anticuerpo. Por ejemplo, puede ser usada una columna de afinidad
de  proteina A, proteina G, proteina A/G, o un anticuerpo para unir la region
constante y para purificar un anticuerpo anti-FGFR2IIIb. La cromatografia
interactiva hidrofobica, por ejemplo, una columna de butilo o fenilo, también puede
ser adecuada para purificar algunos polipéptidos. Muchos métodos de purificacion
de polipéptidos son conocidos en la técnica.

Produccion Libre de Células de Anticuerpos  Anti-FGFR2IIIb

En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2lllb es
producido en un sistema libre de celulas. Los sistemas libres de células
ejemplarse no limitantes son descritos, por ejemplo, en Sitaraman et al., Methods
Mol. Biol. 498: 229-44 (2009); Spirin, Trends Biotechnol. 22:538-45 (2004); Endo
et al., Biotechnol. Adv. 21: 695-713 (2003).

V. Composiciones y Métodos Terapéuticos

Métodos de tratamiento de Enfermedades usando Anticuerpos
Anti-FGFR2IlIb

Los anticuerpos de la invencién, y las composiciones que
comprenden los anticuerpos de la invencion, son proporcionados para usarse en
métodos de tratamiento para humanos o animales. También son proporcionados
métodos de tratamiento de enfermedades que comprenden administrar
anticuerpos anti-FGFR2Illb afucosilados. Las enfermedades ejemplares no
limitantes que pueden ser tratadas con anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados
incluyen, pero no se limitan a cancer. En algunas modalidades, son
proporcionados metodos de tratamiento de cancer, que comprenden administrar
un anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado. En algunas modalidades, el cancer es
seleccionado de cancer gastrico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer
endometrial, cancer pancreatico, o cancer esofagico. En algunas modalidades,
son proporcionados metodos de tratamiento de cancer gastrico, que comprenden
administrar un anticuerpo anti-FGFR2I1Ib afucosilado.

En algunas modalidades, un cancer comprende una amplificacion del
gen de FGFR2. En algunas modalidades, un cancer que comprende una
amplificacion del gen de FGFR2 que sobreexpresa FGFR2IlIIb. En algunas

modalidades, un cancer comprende una amplificacion de FGFR2 que
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sobreexpresa FGFR2IIlb en un grado mayor que FGFR2lllc. En algunas
modalidades, un cancer que comprende la amplificacion de FGFR2 que expresa
FGFR2Illb a un nivel normalizado que es mayor que 2 veces, 3 veces, 5 veces, 0
10 veces mayor que el nivel normalizado de expresion de FGFR2Illlc. En algunas
modalidades, los niveles de expresion son normalizados a GUSB. En algunas
modalidades, un cancer sobreexpresa FGFR2Illb pero no comprende Ia
amplificacion del gen de FGFR2. En algunas modalidades, un cancer gastrico
comprende una amplificacion del gen de FGFR2. En algunas modalidades, un
cancer gastrico comprende una amplificacion del gen de FGFR2 que
sobreexpresa FGFR2IlIb. En algunas modalidades, un cancer gastrico comprende
la amplificacion de FGFR2 que sobreexpresa FGFR2IlIb en un grado mayor que
FGFR2lllc. En algunas modalidades, un cancer gastrico comprende la
amplificacion de FGFR2 que expresa FGFR2IlIb a un nivel normalizado que es
mayor que 2 veces, 3 veces, 5 veces, o 10 veces mayor que el nivel normalizado
de expresion de FGFR2Illc. En algunas modalidades, los niveles de expresion son
normalizados a GUSB. En algunas modalidades, un cancer gastrico sobreexpresa
FGFR2IlIb pero no comprende la amplificacion del gen de FGFR2. En algunas
modalidades, la sobreexpresion es la sobreexpresion de ARNm. En algunas
modalidades, la sobreexpresion es sobreexpresion de proteina.

La amplificacion del gen de FGFR2Illb puede ser determinada por
cualquier método adecuado en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a,
hibridacion in situ (ISH). En algunas modalidades, la amplificacion de FGFR2
comprende una relacion de FGFR2:CEN10 (centromero del cromosoma 10) de
>3.

La sobreexpresion de ARNm de FGFR2IllIb puede ser determinada
por cualquier método adecuado en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a,
meétodos que comprenden PCR cuantitativa (QPCR). El término “sobreexpresion
de ARNm de FGFR2IIIb” significa niveles elevados de ARNm de FGFR2llIb, sin
importar la causa de esos niveles elevados (es decir, si los niveles elevados son
resultado de transcripcion incrementada y/o degradacion disminuida de ARNm,
otro mecanismo, o una combinacion de mecanismos).

La sobreexpresion de proteina de FGFR2IIIb puede ser determinada
por cualquier metodo adecuado en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a,
metodos basados en anticuerpo como inmunohistoquimica (IHC). En algunas
modalidades, la tincion con IHC es calificada de acuerdo al método en la técnica.

El término “sobreexpresion de proteina de FGFR2IIIb" significa niveles elevados
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de proteina de FGFR2IlIb, sin importar la causa de esos niveles elevados (es
decir, si los niveles elevados son resultados de traduccion incrementada y/o
degradacion disminuida de proteina, otro mecanismo, o una combinacion de
mecanismos). En algunas modalidades, la tincion de 1+, 2+ o 3+ de células
tumorales por IHC indica sobreexpresion de FGFR2IlIb. En algunas modalidades,
la tincion de 2+ o 3+ de células tumorales por IHC indica sobreexpresion de
FGFR2Illb. En algunas modalidades, la tincién de IHC es calificada como se
describe en el Ejemplo 6.
Composiciones Farmacéuticas

En varias modalidades, son proporcionadas composiciones
farmacéuticas que comprende anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados en
formulaciones con una amplia variedad de portadores farmaceuticamente
aceptables (véase, por efemplo, Gennaro, Remington: The Science and Practice of
Pharmacy with Facts and Comparisons: Drugfacts Plus, 20th ed. (2003); Ansel et
al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 7" ed., Lippencott
Williams and Wilkins (2004); Kibbe et al., Handbook of Pharmaceutical Excipients,
3 ed., Pharmaceutical Press (2000)). Varios portadores farmacéuticamente
aceptables, los cuales incluyen vehiculos, adyuvantes, y diluentes, se encuentran
disponibles. Ademas, varias sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables,
como agentes para ajustar el pH y amortiguadores, agentes para ajustar la
tonicidad, estabilizadores, agentes humectantes y similares, también se
encuentran disponibles. Los portadores ejemplares no limitantes incluyen, solucion
salina, solucion salina amortiguada, dextrosa, agua, glicerol, etanol, vy
combinaciones de los mismos.

En varias modalidades, las composiciones que comprenden
anticuerpos anti-FGFR2IlIb afucosilados pueden ser formuladas para inyeccion,
incluyendo administracion subcutaneas, disolviendolas, suspendiéndolas, o
emulsificandolas en un solvente acuoso o no acuoso, como aceites vegetales u
otros, glicéridos, acidos alifaticos sintéticos, esteres de acidos alifaticos
superiores, o propilenglicol; y si se desea, con aditivos convencionales como
estabilizadores, agentes isotonicos, agentes suspensores, agentes emulsificantes,
estabilizadores y preservativos. En varias modalidades, las composiciones pueden
ser formuladas para inhalacion, por ejemplo, usando propelentes presurizados
aceptables como diclorodifluorometano, propano, nitrogeno y similares. Las
composiciones también pueden ser formuladas, en varias modalidades, en

microcapsulas de liberacion sostenida, como con polimeros biodegradables o no



59

biodegradables. Una formulacién biodegradable ejemplar no limitante incluye
polimero de acido polilactico-acido glicélico. Una formulacion no biodegradable
ejemplar no limitante incluye un éster de acido graso de poliglicerina. Ciertos
métodos para producir esas formulaciones son descritos, por ejemplo, en la EP 1
125 584 A1.

Rutas de Administracion

En varias modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IlIb
afucosilados pueden ser administrados in vivo por varias rutas, incluyendo, pero
sin limitarse a, oral, intraarterial, parenteral, intranasal, intramuscular,
intracardiaca, intraventricular, intratraqueal, bucal, rectal, intraperitoneal,
intradérmica, topica, transdérmica, e intratecal, o de otro modo por implantacion o
inhalacion. Las composiciones objeto de la presente pueden ser formuladas en
preparaciones en formas solidas, semisolidas, liquidas o gaseosas,; incluyendo,
pero sin limitarse a, tabletas, capsulas, polvos, granulos, ungilientos, soluciones,
supositorios, enemas, inyecciones, inhalantes y aerosoles. La formulacion y ruta
de administracion adecuadas pueden ser seleccionadas de acuerdo a la aplicacién
pretendida.

Las composiciones farmaceuticas son administradas en una cantidad
efectiva para el tratamiento o profilaxis del cancer, como el cancer gastrico, cancer
de mama, cancer de ovario, cancer endometrial, cancer pancreatico, o cancer
esofagico. La cantidad terapéuticamente efectiva depende tipicamente del peso
del sujeto que este siendo tratado, o su condicién fisica o de salud, la extincion de
la condicion a ser tratada, o la edad del sujeto que esté siendo tratado. En general
los anticuerpos anti-FGFR2IllIb afucosilados pueden ser administrados en una
cantidad en el intervalo de aproximadamente 10 ug/Kg de peso corporal hasta
aproximadamente 100 mg/Kg de peso corporal por dosis. En algunas
modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados puede ser
administrados en una cantidad en un intervalo de aproximadamente 50 ug/Kg de
peso corporal hasta aproximadamente 5 mg/Kg de peso corporal por dosis. En
algunas modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IIIb puede ser administrados en
una cantidad en el intervalo de aproximadamente 100 ug/Kg de peso corporal
hasta aproximadamente 10 mg/Kg de peso corporal por dosis. En algunas
modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados puede ser
administrados en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 100 pg/Kg de
peso corporal hasta aproximadamente 20 mg/Kg de peso corporal por dosis. En

algunas modalidades, los anticuerpos anti-FGFR2IIIb afucosilados puede ser
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administrados en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 0.5 mg/Kg de
peso corporal hasta aproximadamente 20 mg/Kg de peso corporal por dosis.

En las composiciones de anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado
pueden ser administradas segun sea necesario a los sujetos. La determinacion de
la frecuencia de administracion puede ser administrada por expertos en la técnica,
como el médico que atienda sobre la base de consideraciones de la condicion que
esté siendo tratada, la edad del sujeto que esté siendo tratado, la severidad de la
condicién que este siendo tratada, el estado general de salud del sujeto que esté
siendo tratado y similares. En algunas modalidades, una dosis efectiva de un
anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado es administrada a un sujeto una o mas
veces. En varias modalidades, es administrada una dosis efectiva de un
anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado al sujeto una vez al mes, mas de una vez al
mes, como, por ejemplo, cada dos meses o cada tres meses. En otras
modalidades, una dosis efectiva de un anticuerpo anti-FGFR2I1Ib afucosilado
es administrada menos de una vez al mes, como, por ejemplo, cada dos semanas
o cada semana. Una dosis efectiva de un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado
es administrada al sujeto al menos una vez. En algunas modalidades, la dosis
efectiva de un anticuerpo  anti-FGFR2llIb afucosilado puede ser administrada
multiples veces, incluyendo durante periodos de al menos un mes, al menos seis
meses, 0 al menos un ano.

Terapia de Combinacion

Los anticuerpos anti-FGFR2IlIb  fucosilados pueden ser
administrados solos o con otros modos de tratamiento. Ellos pueden ser
proporcionados antes, de manera sustancialmente contemporanea con, o después
de otros modos de tratamiento, por ejemplo, cirugia, quimioterapia, o terapia de
radiacion. En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado es
administrado en conjunto con otro agente anticancer. Los agentes anticancer
ejemplares no limitantes que pueden ser administrados con un anticuerpo anti-
FGFR2Illb afucosilado incluyen agentes de platino (como cisplatino, oxaliplatino, y
carboplatino), paclitaxel (TAXOL®), formulacion de paclitaxel en nanoparticulas
modificadas con albimina (ABRAXANE®), docetaxel (TAXOTERE®), gemcitabina
(GEMZAR®), capecitabina (XELODA®), irinotecano (CAMPTOSAR®), epirrubicina
(ELLENCE®, PHARMORUBICIN®), FOLFOX (oxaliplatino combinado con 5-FU y
leucovorina), FOLFIRI (combinacion de leucovorina, 5-FU e irinotecano),
leucovorina, fluorouracilo (5-FU, EFUDEX®), mitomicina C (MITOZYTREX™,
MUTAMYCIN®), y clorhidrato de doxorrubicina (Adriamycin PFS, Adriamycin RDF,
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RUBEX®). En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado es
administrado en conjunto con paclitaxel. En algunas modalidades, un anticuerpo
anti-FGFR2IIIb afucosilado es administrado en conjunto con cisplatino y/o 5-FU.
En algunas modalidades, un anticuerpo anti-FGFR2Illb afucosilado es
administrado en conjunto con cisplatino y 5-FU. En algunas modalidades, un
anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado es administrado en conjunto con FOLFOX
(oxaliplatino, 5-FU, y leucovorina).
Equipos/Articulos de Manufactura

La invencion también  proporciona  equipos, medicinas,
composiciones, y formas de dosificacion unitaria para usarse en cualquiera de los
métodos descritos aqui.

Los equipos de la invencion incluyen uno o mas recipientes que
comprenden un anticuerpo anti-FGFR2IlIb afucosilado (o formas de dosificacion
unitaria y/o articulos de manufactura). En algunas modalidades, es proporcionada
una dosis unitaria donde la dosis unitaria comprende una cantidad predeterminada
de una composicion que comprende un anticuerpo anti-FGFR2IIIb afucosilado,
con o sin uno o mas agentes adicionales. En algunas modalidades, esa dosis
unitaria es proporcionada en una jeringa prellenada de un solo uso para inyeccion.
En varias modalidades, la composicion contenida en la dosis unitaria puede
comprender solucion salina, sacarosa, o similares; un amortiguador, como fosfato
o similares; y/o ser formulada dentro de un intervalo de pH estable y efectivo. De
manera alternativa, en algunas modalidades, la composicion puede ser
proporcionada como un polvo liofilizado que pueda ser reconstituido tras la adicion
de un liquido apropiado, por ejemplo, agua estéril. En algunas modalidades, la
composicion comprende una o mas sustancias que inhiben la agregacion de
proteina, incluyendo, pero sin limitarse a, sacarosa y arginina. En algunas
modalidades, una composicion de la invencidon comprende heparina y/o un
proteoglicano.

En algunas modalidades, los equipos de la invencién comprenden
ademas instrucciones de uso en el tratamiento de, por ejemplo, el cancer (como
cancer gastrico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer endometrial, cancer
pancreatico, o cancer esofagico) de acuerdo con cualquiera de los meétodos
descritos en la presente. El equipo puede comprender ademas una descripcion de
la seleccién de un individuo o tratamiento adecuado. Las instrucciones
proporcionadas en el equipo de la invencion son tipicamente instrucciones escritas

sobre una etiqueta o inserto de paquete (por ejemplo, una hoja de papel incluida
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en el equipo), pero también son aceptables instrucciones legibles por una maquina
(por ejemplo, instrucciones portadas en un disco de almacenamiento magnetico u
optico). En algunas modalidades, el equipo comprende ademas otro agente
terapéutico.

Los equipos de la invencion se encuentran en embalajes adecuados.
El embalaje adecuado, incluye pero no se limita a, frascos, botellas, recipientes,
paquetes flexibles (por ejemplo, bolsas de Mylar o plasticas), y similares. Los
equipos pueden opcionalmente proporcionar componentes adicionales como
amortiguadores e informacion interpretativa. La presente solicitud proporciona de
este modo también articulos de manufactura, los cuales incluyen frascos (como
frascos sellados), botellas, recipientes, envases flexibles, y similares.

EJEMPLOS

Los ejemplos discutidos mas adelante pretenden ser puramente
ejemplares de la invenciéon y no deberan considerarse como limitantes de la
invencion de ninguna manera. Los ejemplos no pretenden dar a entender que |os
siguientes experimentos son los unicos experimentos efectuados. Se han hecho
esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los numeros usados (por
ejemplo, cantidades, temperatura, etc.) pero podran ser encontrados algunos
errores y desviaciones experimentales. A menos que se indique otra cosa, las
partes son partes en peso, el peso molecular es el peso molecular promedio en
peso, la temperatura esta en grados Centigrados, y la presion atmosferica es o
esta cerca de la atmosférica.

Ejemplo 1: Produccion de Anticuerpo Anti-FGFR2IIIb
Afucosilado.

Construccion del vector de expresion. Secuencias Nucleotidicas que
codifican para la cadena pesada (HC) y cadena ligera (LC) del anticuerpo
monoclonal aFGFR2b fueron clonadas en el Sistema de Expresion Genetica GS
(Lonza, Basel, Suiza) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El sistema
genera un vector genético doble (DGV) que contiene los casetes de expresion
para ambas de la cadena ligera y la cadena pesada.

Seleccion de la linea celular anfitriona. Para generar el anticuerpo
monoclonal afucosilado aFGFR2bA (la designacion “A” despues de aFGFR2b se
refiere a "afucosilado”), elegidas las celulas Potelligent® CHOK1SV (BioWa/lLonza,
Allendale, NJ) como la linea celular anfitriona. Las células Potelligent® CHOK1SV
carecen del gen de FUT8 (a16-fucosiltransferasa) y por lo tanto producen

anticuerpos sin fucosa (anticuerpos afucosilados).
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Construccion de la linea celular estable para la produccion de
anticuerpo aFGR2bA afucosilado. El vector de expresion que comprende las
secuencias nucleotidicas que codifican para la cadena pesada y la cadena ligera
del anticuerpo aFGFR2b descrito anteriormente transfectado en células
Potelligent® CHOK1SV por electroporacién de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Las células electroporadas fueron sembradas en una placa de 96
pozos a aproximadamente 10,000 celulas/50 ulL/pozo en medios CD CHO sin L-
glutamina. El medio CD CHO selectivo que contiene 67 uM de L-metionina
sulfoximina (MSX, SIGMA cat#M5379, St. Louis, MO) fue agregado al siguiente
dia a 150 ulL/pozo. El crecimiento celular y formacion del clon fue verificado con un
IN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Después de 4-6 semanas, las colonias sobrevivientes fueron
seleccionadas por la expresion de anticuerpo aFGFR2bA usando un ensayo
basado en Fluorescencia Resuelta por Tiempo Homogéneo (HTRF) contra curvas
estandar generadas con anticuerpo aFGFR2b purificado, usando proteina A
conjugada con XL665 e IgG de conejo policlonal conjugada con criptato (Cisbio,
Bedford, MA). Los clones con mayor expresion fueron expandidos a través de una
serie de procesos de produccion incrementando la escala, incluyendo placas de
24 pozos, tubos giratorios, matraces de agitacion, biorreactores a escala de
laboratorio, y finalmente un proceso de produccion en plataforma. En cada paso,
unicamente un subconjunto que comprende los clones de mayor expresion fue
llevado al siguiente proceso. El clon de produccion final fue seleccionado sobre la
base de la evaluacion de titulos de producto de proteina, caracteristicas de
crecimiento celular, calidad del producto, estabilidad, asi como escalabilidad en
biorreactores. La linea de produccion final tuvo un nivel de expresion de
aproximadamente 3.5 g/L para aFGFR2bA. La falta de fucosilacion en aFGFR2bA
producido en la linea celular de producciéon final fue confirmada usando
cromatografia HLPC en fase normal (N-HPLC).

El anticuerpo aFGFR2bA fue purificado por cromatografia en
columna y ultrafiltracion para concentrar el material purificado, entonces por
diafiltracion cambiando al amortiguador de formulacién (histidina20 mM, L-arginina
150 mM, polisorbato 20 al 0.01%, pH 6.0). El anticuerpo fue almacenado por
debajo de -70°C.

El analisis de glicano del aFGFR2bA es efectuado liberando glicanos
de la proteina, marcando los glicanos con acido antranilico (2-AA), y purificando

entonces los glicanos marcados. Se usé HPLC en fase normal con deteccion
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fluorescente para separar los glicanos y medir la cantidad relativa de cada glicano
en el anticuerpo. La Figura 7 muestra que el aFGFR2b derivado de la linea celular
Potelligent® CHOK1SV y el aFGFR2b en CHOK1SV tuvo dos distribuciones de
glicano diferentes. (A) La distribucion de glicano de aFGFR2b derivado de la linea
celular Potelligent® CHOK1SV muestra que el anticuerpo carece de fucosa (“G0").
(B) La distribucion de glicano del aFGFR2b derivado de la linea celular CHOK1SV
muestra que el anticuerpo contiene fucosa (“GOF").

Los picos de glicano de la separacion por HPLC en fase normal
fueron identificados usando dos metodos ortogonales. Primero, el aFGFR2b
producido por Potelligent® CHOK1SV fue marcado y separado usando el método
de HPLC en fase normal. Después de la deteccion fluorescente, los glicanos
fueron pasados a través de un espectrometro QTrap de masas. La masa de cada
pico fue determinada y usada para identificar positivamente cada glicano, y se
muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Masa de los Picos de Glicano

Masa Masa
‘ Glicano Tedorica Observada |
(Da) | (Da)

La masa de cada forma fucosilada de los glicanos (GOF, G1F, y G2F)
también fue buscada en el aFGFR2b producido por Potelligent® CHOK1SV y no
fue observada. La Figura 8 muestra diagramas esquematicos de las estructuras de
glicanos GO, G1, G2, GOF, G1F, G2F, y manosa-5 (0 Man-5) tipicamente
observadas en anticuerpos.

Las identidades de pico del ensayo de HPLC también fueron
confirmadas usando estandares de glicano comprados de Prozyme y comparando
el tiempo de retencion entre los estandares y los perfiles de aFGFR2 de ambas de
la linea celular Potelligent® CHOK1SV y la linea celular CHOK1SV. Esos
estandares también pudieron identificar GO, GOF, Man5, G1, G1F, y G2F.

Los resultados del ensayo de HPLC asi como los datos de

caracterizacion confirmaron la ausencia de fucosilacion en el aFGFR2 derivado de
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la linea celular Potelligent® CHOK1SV.

Ejemplo 2: Afinidad de Union del Anticuerpo Anti-FGFR2b
Afucosilado.

Las afinidades de uniéon de aFGFR2bA y aFGFR2bF (la designacion
“F” después de aFGFR2b se refiere a “fucosilado”) por Fc gamma RIIA(V158)
fueron determinadas por resonancia plasmadnica superficial. De manera breve, la
Proteina A fue unida covalentemente a un microcircuito de dextran usando el
Equipo de Acoplamiento de Amina (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ)
y etilenediamina a 100mM (Sigma) en amortiguador de borato de sodio a 100mM,
pH 8.0 (Sigma, St. Louis, MO) como el reactivo de blogueo. Se capturaron
aproximadamente 600-800 UR de aFGFR2bA y aFGFR2bF sobre células de flujo
separadas y una célula del flujo derivada de Proteina A (Pierce) sirvio como un
control de referencia. El Fc gamma RIIIA (V158) (R&D Systems, Minneapolis, MN)
fue diluido en amortiguador de usuario HBS-P+ (Biacore, GE Healthcare,
Piscataway, NJ) e inyectado a 5 concentraciones (0 nM, 12.3 nM, 37 nM, 111 nM,
333 nM, y 1000 nM) por duplicado. La constante de asociacion, la constante de
disociacion, y la afinidad por aFGFR2bA fueron calculadas usando el modelo del
software de Evaluacion Biacore T200 1:1. La constante de afinidad para la union
de aFGFR2bF fue determinada usando el modelo de afinidad de estado de
Evaluacion Biacore T200. Los resultados se muestran en Tabla 3.

Tabla 3: afinidades del anticuerpo aFGFR2bA y aFGFR2bF por
Fc gamma RIIIA(V158)

Kp ka | |
. i |
| aFGFR2b | (ka/ka) (1/Ms)
| ( : .-"J.I ms)
| (nM) X 3
| A B 7 340 . ] | A |
‘ F 207 | -= | == |

Como se muestra en la Tabla 3, el Fc gamma RIIIA(V158) se uni6 a
aFGFR2bA con una afinidad mayor de 20 veces la union de aFGFR2bF.

Ejemplo 3: Actividad del ADCC del Anticuerpo  Anti-FGFR2b
Afucosilado.

Se efectuaron ensayos in vitro para determinar la actividad de ADCC
del anticuerpc aFGFR2bA contra el anticuerpo aFGFR2bF. Las células blanco que

expresan FGFR2IlIb Ba/F3 fueron producidas como sigue. Células Ba/F3
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adquiridas de Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ, # de cat ACC300, Braunschweig, Alemania)
fueron mantenidas en RPMI (Mediatech, # de cat 10-041-CV, Manassas, VA),
suplementado con Suero Bovino Fetal al 10% (Mediatech, # de cat 35-010-CV), 1
ng/mL de murina IL-3 (Peprotech, # de cat 213-13, Rocky Hill, NJ), 1X BME
(Invitrogen, # de cat 1047574, Grand lIsland, NY), y 1X de Penicilina-
estreptomicina (Mediatech # de cat 30-002-Cl). Las células Ba/F3 fueron
transfectadas con un vector de expresion que expresa FGFR2llIb, pBNew-
hFGFR2b, usando el Cell Line Nucleofector® Kit V (Lonza, # de cat VCA-1003)
siguiendo el protocolo del fabricante. El vector pBNew contiene un promotor de
CAG con un intron de B-actina de pollo y genes de seleccion de crecimiento de
ampicilina y puromicina. Las células transfectadas fueron incubadas en medio de
crecimiento completo durante 3 dias entonces tratadas con 2 ug/mL de puromicina
(InVivoGen, cat # ant-pr-1, San Diego, CA). La seleccion de puromicina
fue mantenida a través del cultivo. Para generar clones estables individuales, las
células fueron cultivadas a una densidad de 1 celula por 3 pozos. Se usd
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) con un anticuerpo anti-
FGFR2IIIb para seleccionar los clones con el nivel mas alto de expresion de
FGFR2IIIb.

Las células MFM-223 fueron obtenidas de Health Protection Agency,
RU; las células OCUM-2M fueron obtenidas de Osaka City University, Osaka,
Japon; y las celulas KATO [l fueron obtenidas de ATCC, Rockville, MD. Todas las
celulas fueron cultivadas usando métodos estandar. Las PMBC recién aisladas de
donadores sanos fueron obtenidas de AllCells, Emeryville, CA.

Los ensayos de ADCC fueron realizados usando células efectoras de
3 donadores independientes en dias 3 dias diferentes. La prueba de ensayo de
ADCC fue efectuada usando PBMCs humana recién aisladas como células
efectoras a una relacion de célula efectora a blanco (E/T) de 25:1. Las células
blanco fueron incubadas durante 16 horas en presencia de efectores vy
concentraciones crecientes de anticuerpo. El ensayo de ADCC fue validado
usando 2 anticuerpos de control positivo, HERCEPTIN® sobre SKOV-3 células
blanco y RITUXIN® sobre células blanco Raji. Se usé un anticuerpo de control
negativo de IgG1 completamente humano (Eureka Therapeutics, Catalog ET301,
Emeryville, CA) para la citotoxicidad celular no especifica. La citotoxicidad fue
determinada cuantificando la liberacion de LDH de acuerdo a las instrucciones del

fabricante (CytoTox Non Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega, Madison, WI).
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La lisis maxima fue determinada en presencia de Triton X-100 al 5%,
y la liberacién espontanea fue determinada en ausencia de anticuerpo. El
porcentaje de lisis especifica fue calculado como sigue, como un porcentaje de
lisis maxima de la liberacion espontanea:
(liberacion experimental — liberacion espontanea)/(liberacion maxima — liberacion
espontanea) x 100 = % de lisis especifica

Los resultados de las células Ba/F3 se muestran en la Figura 1. El
anticuerpo aF GFR2bA afucosilado indujo mayor lisis especifica que el anticuerpo
aFGFR2bF fucosilado en células Ba/F3 que expresan FGFR2IlIb. En células
OCUM-2M. MFM 223, y KATO Ill, el aFGFR2bA mostré mayor actividad de ADCC
a concentraciones mas bajas que el aFGFR2bF, aunque la lisis especifica maxima
de los anticuerpos fue comparable en células OCUM-2M y MFM 223 (no se
muestran los datos). Ademas, el aFGFR2b mostrd poca o ninguna actividad de

ADCC en células Ba/F3 que expresan FGFR2Illc. Véase la Figura 1A.

Ejemplo 4: Actividad del Anticuerpo Anti-FGFR2b Afucosilado
en Modelos de Xenoinjerto de Cancer Gastrico y Cancer de Mama.

Ratones CB17 SCID hembra de seis semanas de edad fueron
comprados de Charles River Laboratories (Wilmington, MA) y fueron aclimatados
durante 1 semana antes del inicio del estudio. Se us¢ la linea celular de carcinoma
gastrico humano OCUM-2M o la linea celular de cancer de mama MFM-223 como
los modelos de tumor. La OCUM-2M fue comprada de Public University
Corporation Osaka City University (OCU, Osaka, Japoén), y la MFM-223 fue
comprada de Culture Collections, Public Health England (98050130, HPA Culture
Collections, Salisbury, RU). Las células fueron cultivadas hasta tres pases en
medio de crecimiento completo para expandirse para el implante. Las células
OCUM-2M y MFM-223 fueron cultivadas en medio Esencial Minimo de Dulbecco
(DMEM) y Medio Esencial Minimo (MEM), respectivamente. Todo el medio fue
suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal (FBS) inactivado con calor,  L-
Glutamina 2 mM, y solucién de Penicilina-Estreptomicina. Las células se hicieron
crecer a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de CO:..

Cuando las células cultivadas alcanzaron una confluencia de 85%-
90%, las células fueron cosechadas y suspendidas en solucion salina amortiguada
con fosfato (PBS) Ca* y Mg”®" que contenia 50% de Matrigel (BD BioSciences,

San Jose, CA). Las células OCUM-2M fueron implantadas subcutaneamente
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sobre el flanco derecho de los ratones a 5 x 10° células/100 ul/raton. Las
celulas MFM-223 fueron implantadas subcutaneamente sobre el flanco derecho de
los ratones a 5 x 10° células/100 plL/ratén, y fueron inoculadas subcutaneamente
plaguitas de 17-8 estradiol que liberan 0.72 mg en 90 dias (Innovative Research
de America, Sarasota, FL) los ratones fueron verificados dos veces semanalmente
después de la implantacion celular para el crecimiento tumoral. El tamano del
tumor fue medido de acuerdo a la férmula: tamario del tumor (mm?) = (ancho (mm)
x longitud (mm)?)/2. Cuando los tumores MFM-223 alcanzaron 80 mm?®, los ratones
fueron clasificados y aleatorizados (n=10), y se inicio el tratamiento. Para tumores
OCUM-2M, se inicié una sola terapia con anti-FGFR2b una vez que los tumores
alcanzaron un tamafo promedio de 100 mm°. la terapia de combinacién se inicio
una vez que los tumores alcanzaron un tamario promedio de 250 mm?.

Se administréo anticuerpo anti-FGFR2IlIb humanizado (afucosilado,
aFGFR2bA; fucosilado, aFGFR2bF) o albumina como control negativo a dosis que
flucttan de 1 mg/Kg a 10 mg/Kg via inyeccion intraperitoneal dos veces por
semana como se especifica en las leyendas de la Figura. Los agentes
quimioterapéuticos fueron administrados via inyeccion intraperitoneal dos veces
por semana a 12 mg/Kg para el paclitaxel, 2.3 mg/Kg para el fluorouracilo (5-FU),
y 33 mg/Kg para el cisplatino. Despues del inicio de la terapia, los tamafnos de los
tumores fueron medidos en cada raton dos veces a la semana. La longitud vy
ancho de cada tumor fue medida usando calibradores y el tamafo del tumor
calculado de acuerdo a la formula anterior. Los ratones fueron sacrificados por
eutanasia cuando los volumenes del tumor subcutaneo excedieron de 2000 mm® o
cuando los tumores se volvieron excesivamente necréticos.

Las comparaciones del volumen del tumor como consecuencia
fueron determinadas como estadisticamente significativas si P < 0.05. Los valores
de P fueron calculados usando analisis de prueba t de dos colas, sin aparear de
los volumenes de tumor calculados el dia final después de que los tumores fueron
medidos.

La Figura 2 muestra la eficacia de aFGFR2bA y aFGFR2bF a (A y B)
10 mg/Kg y (C y D) 3 mg/Kg en un modelo de xenoinjerto de cancer gastrico
humano OCUM-2M con amplificacion de FGFR2. (A) A 10 mg/Kg, ambos
anticuerpos fucosilado y afucosilado indujeron regresion inmediata del tumor. Sin
embargo, aFGFR2bA afucosilado indujo una respuesta mas durable que la del
aFGFR2bF fucosilado. (B) El aFGFR2bA afucosilado redujo significativamente el

tamano final del tumor OCUM-2M en comparacion con el aFGFR2bF fucosilado
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(p=0.0153). El significado estadistico fue determinado via la prueba t no apareada
de dos colas. (C) Cuando la dosis a 3 mg/Kg, aFGFR2bA afucosilado redujo el
tamano del tumor en comparacion del aFGFR2bF fucosilado. En realidad, el
aFGFR2bA afucosilado indujo una mayor regresion del tumor y respuesta durable
en comparacion con el aFGFR2bF fucosilado (nota: un animal fue removido del
grupo de aFGFR2bF aproximadamente el dia 42, lo que dio como resultado una
desviacion en la curva). (D) El aFGFR2bA afucosilado a 3 mg/Kg comparado con
el aFGFR2bF fucosilado redujo notablemente el tamafio del tumor OCUM-2M final
(p=0.0767). El significado estadistico fue determinado via la prueba t no apareada
de dos colas.

La Figura 3 muestra la inhibicion del tumor dependiente de la dosis
por el aFGFR2bA. (A) Ratones SCID con xenoinjertos OCUM-2M fueron tratados
con 1, 1.5, 2, 3, o 5 mg/kg aFGFR2bA afucosilado cuando el tamafio del tumor
promedio alcanzé aproximadamente 100 mm® Aunque todas las dosis de
aFGFR2bA afucosilado inhibieron el crecimiento del tumor, la mayor supresion y
respuesta durable fueron observadas con 3 y 5 mg/kg, con supresion del
crecimiento reducida observada con 2, 1.5 y 1 mg/kg de aFGFR2bA. (B) El
aFGFR2bA afucosilado redujo el tamafo del tumor OCUM-2M final, con las dosis
mas altas mostrando la supresion del tumor mas potente. La supresion de
crecimiento del tumor fue estadisticamente significativa para todas las dosis (5
mg/kg, p<0.0001; 3 mg/kg, p<0.0001; 2 mg/kg, p<0.0001; 1.5 mg/kg, p=0.0003; 1
mg/kg, p=0.0013). El significado estadistico fue determinado via la Prueba t no
apareada, de dos colas.

La Figura 4 muestra la mejora de la actividad antitumoral del
paclitaxel en un modelo de xenoinjerto de cancer gastrico OCUM-2M por
administracion con aFGFR2bA afucosilado. (A) Ratones SCID con xenoinjertos
OCUM-2M fueron tratados con aFGFR2bA afucosilado (5 mg/kg), paclitaxel (12
mg/kg), o una combinacion de los dos cuando el tamafo promedio del tumor
alcanz6 aproximadamente 285 mm?®. La combinacion de aFGFR2bA afucosilado
con paclitaxel redujo el tamafo del tumor comparada con cualquiera del
aFGFR2bA o paclitaxel solo. (B) La terapia con aFGFR2bA/paclitaxel combinado
redujo significativamente el tamafio del tumor OCUM-2M final comparada con
cualquiera del paclitaxel (p=0.0005) o aFGFR2bA (p=0.0009) solo. El significado
estadistico fue determinado via la Prueba t no apareada, de dos colas.

La Figura 5 muestra la mejora de la actividad antitumoral del

cisplatino/5-FU en un modelo de xenoinjerto de cancer gastrico OCUM-2M por
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administracion con aFGFR2bA afucosilado. (A) Ratones SCID con xenoinjertos
OCUM-2M fueron tratados con aFGFR2bA afucosilado (5 mg/kg), fluorouracilo (5-
FU) mas cisplatino (2.3 y 33 mg/kg, respectivamente), o una combinacion de los
tres cuando el tamafio promedio del tumor alcanzoé aproximadamente 260 mm”. La
combinacion de aFGFR2bA afucosilado con 5-FU/cisplatino redujo el tamario del
tumor comparado con cualquiera del aFGFR2bA o 5-FU/cisplatino solo. (B) La
terapia con aFGFR2bA/5-FU/cisplatino combinados, redujo significativamente el
tamano del tumor OCUM-2M final comparada con 5-FU/cisplatino (p=0.0003). La
reduccion incrementada en el tamafo del tumor por terapia con aFGFR2bA/5-
FU/cisplatino combinados,, comparada con aFGFR2bA solo fue notable pero no
estadisticamente significativa. El significado estadistico fue determinado via la
Prueba t no apareada, de dos colas.

La Figura 6 muestra la eficacia del aFGFR2bA en un modelo de
xenoinjerto de cancer mama humano MFM-223. (A) MFM-223, una linea celular de
carcinoma de mamama humano con amplificacion de FGFR2, fue implantada
subcutaneamente en ratones SCID, y la terapia con aFGFR2bA afucosilado fue
iniciada cuando el tamafo promedio del tumor promedio alcanzo
aproximadamente 80 mm®. El aFGFR2bA afucosilado (5 mg/kg) redujo
dramaticamente el crecimiento de tumores MFM-223 comparado con el control de
albumina (5 mg/kg). (B) El aFGFR2bA afucosilado redujo significativamente el
tamano final del tumor MFM-223 comparado con el control de albumina
(p=0.0008). El significado estadistico fue determinado via la Prueba t no apareada,
de dos colas.

Ejemplo 5: El Anticuerpo Anti-FGFR2b Afucosilado Media una ADCC Mayor
que el Anticuerpo Anti-FGFR2b Fucosilado.

Se efectuaron ensayos /n vitro para determinar la actividad de ADCC
del anticuerpo aFGFR2bA contra el anticuerpo aFGFR2b. Las células blanco que
expresan Ba/F3 FGFR2lIIb fueron generadas como se describid anteriormente.
Las celulas OCUM-2M fueron obtenidas de la Osaka City University, Osaka,
Japon. Todas las células fueron cultivadas usando metodos estandar. Las PMBC
recién aisladas fueron obtenidas de donadores sanos de AllCells, Emeryville, CA.

Los ensayos de ADCC fueron realizados usando PBMCs humanas
recien aisladas como celulas efectoras a una relacion de célula efectora a blanco
(E:T) de 25:1. Las celulas blanco fueron incubadas durante 16 horas en presencia
de los efectores e incrementando las concentraciones de anticuerpo, Todas las

condiciones fueron probadas por ftriplicado. La citotoxicidad fue determinada



71

cuantificando la liberacion de LDH de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante (Ensayo de Citotoxicidad No Radiactiva CytoTox de Promega). Para las
células OCUM-2M, la lisis maxima fue determinada en presencia de Triton X-100
al 5%, y la liberacion espontanea fue determinada en ausencia de anticuerpo. El
porcentaje de lisis especifica fue calculado como un porcentaje de la maxima
menos la liberacion espontanea, como sigue: (liberacion experimental -
espontanea) / (liberacion maxima — espontanea) x 100 = % de lisis especifica. Se
usé el andlisis de ajuste de curva del software GraphPad para obtener los valores
de CES50.

Los resultados para las células Ba/F3 se muestran en la Figura 9. El
anticuerpo aFGFR2bA afucosilado mostré mayor potencia (mayor actividad de
ADCC a concentraciones mas bajas) que el anticuerpo aFGFR2bF fucosilado en
células Ba/F3 que expresan FGFR2IlIb. Resultados similares son mostrados por
las OCUM-2M en La Figura 10. La Tabla 4 muestra |a las veces del incremento de
la potencia del anticuerpo anti-FGFRb afucosilado con el anticuerpo anti-FGFR2b
fucosilado en las dos lineas celulares diferentes mostradas en las Figures 9y 10.

Tabla 4: Veces del Incremento de la Potencia del anticuerpo anti-FGFR2b

afucosilado contra el fucosilado

CES0 (ng/mL)

Células aFGFR2bA _aFGFREbF iiecesidel
e . -;ihcremenﬁo'
i '__de la
.édfehcia de

. QFGFR2bA

Ejemplo 6: Deteccion Immunohistoquimica de la Proteina FGFR2IlIb en
Tejido Tumoral.

Se usd anticuerpo murino aFGFR2b que comprende las regiones
variables murinas de GAL-FR21 (véase la Patente Estadounidense No. 8,101,723
B2) y una region constante de IgG2a murina para detectar la proteina FGFR2IIIb

en tejido de tumor gastrico incrustado en parafina fijado con formalina (FFPE). El
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tejido tumoral FFPE fue desparafinizado con lavados sucesivos de xileno vy
concentraciones decrecientes de etanol, y rehidratado con agua durante cinco
minutos. Cortes de tejido montados sobre portaobjetos fueron sumergid en
amortiguador de citrato 0.1 mM (pH 6.0) calentado a 95°-99°C durante 15 minutos.
Los cortes de tejido fueron enfriados y puestos en contacto H;0 al 3% durante 5
minutos a temperatura ambiente, y entonces lavados dos veces en TBST (Tris
0.05M, NaCl 0.16M, Tween 20 al 0.05%) y bloqueados en amortiguador de
bloqueo (suero de caballo normal al 2.5% en TBST) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Los cortes de tejido fueron entonces incubados con 5 pg/ml
de anticuerpo aFGFR2b en amortiguador de bloqueo durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tiempos de incubacion de entre 30 minutos y 2 horas
produjeron intensidades de tincion similares. Después de tres lavados con
amortiguador TBST, los cortes de tejido fueron incubados con anticuerpo anti-
raton de caballo secundario biotinilado (RTU) listo para usarse (10 pg/ml diluido en
amortiguador de bloqueo (Vector Laboratories, Burlingame, CA; No. de Cat. PK-
7200) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los cortes de tejido fueron
lavados dos veces con Amortiguador TBST, e incubados con estreptavidina-
peroxidasa de rabano RTU (HRP; Vector Laboratories, No. de Cat. PK-7200)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. La deteccion fue efectuada usando
sustrato de 3',3'-diaminobencidina (DAB) (Vector Laboratories, No. de Cat. PK-
4105) durante diez minutos a temperatura ambiente de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Los cortes de tejido fueron entonces contratefiidos con hematoxilina
(Dako North America, Carpinteria, CA, No. de Cat. K-8008) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Los cortes de tejido fueron deshidratados usando
lavados sucesivos con concentraciones crecientes de etanol y xileno, y entonces
cubiertos con un cubreobjetos.

Se encontré que concentraciones de tincion de 0.1 a 5 mg/ml de
anticuerpo aFGFR2b eran particularmente efectivas para la deteccion de la
proteina.

La tincion fue calificada como sigue:

0 Sin tincion con anticuerpo aFGFR2b observada

1+  Es observada una tincién débil en muestras tefidas con el
anticuerpo aFGFR2b. La tincion estd ausente en los cortes correspondientes
tenidos con el anticuerpo ce control negativo.

2+  La tincion de la membrana citoplasmica especifica para el

anticuerpo aFGFR2b prevalece mas en los cortes.
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3+  Tincion especifica fuerte con anticuerpo aFGFR2b con distinta
localizacion de membrana en al menos un subconjunto de células tumorales
tenidas.

La Figura 11 muestra la tincion ejemplar 0 (A), 1+ (B, C), 2+ (D), y 3+
(E, F) de tejidos tumorales. En la Figura 11A, las celula ductales y ceélulas
tumorales entremezcladas muestran una ausencia de tincidn usando el anticuerpo
aFGFR2b. En la Figura 11B, la cual muestra una muestra de tumor gastrico del
tipo intersticial, las celulas tumorales (flechas) muestran algo de tincion usando el
anticuerpo aFGFR2b, mientras que las células ductales circundantes no muestran
tincién. En la Figura 11C, la cual muestra una muestra de tumor gastrico de del
tipo difuso, las células tumorales (flechas) muestran algo de tincion usando el
anticuerpo aFGFR2b, mientras que las células estromales circundantes (puntas de
flecha) no muestran tincion. En la Figura 11D, las células tumorales (flechas)
muestran tincion intermedia usando el anticuerpo aFGFR2b, mientras que las
células estromales circundantes (puntas de flecha) no muestran tincion. In la
Figura 11E, las células tumorales (flechas) muestran alta tincién localizada en la
membrana usando el anticuerpo aFGFR2b, mientras que las células estromales
circundantes (puntas de flecha) no muestran tincion. En la Figura 11F, las células
tumorales (flechas) muestran tincion de membrana/citoplasma alta usando el
anticuerpo aFGFR2b, mientras que las celulas estromales circundantes (puntas de
flecha) no muestran tincion.

TABLA DE SECUENCIAS

'SEQ 1ID Descripcion Secuencia
NO
L FGFRZIIIb | RESFSLVED TELEEBEERPPT KYQTSQPEVY
humanc maduro VEAPGESLEV
RCLLKDAAVI SWTKDGVELG PNNRTVLIGE
YLOQIKGATPR DSGLYACTAS RTVDSETWYFE

MVNVTDAISS GDDEDDTDGA EDEVSENSNN
KRAPYWTNTE KMEKRLHAVE AANTVKFECE
| AGGNPMPTMR WLKNGKEFKQ EHRICGGYKVR
NOQHWSLIMES VVPSDEGNYT CVVENEYGS
NHTYHLDVVE RSPHRPILOA GLPANASTVV
GGDVEEVCKV YSDAQPHIQW IKHVEKNGSK
YGPDGLPYLK VLEHSGINSS \LF“LHTF“”

TEADAGEYIC KVSNYIGQAN QSAWLTVLPK |
QQAPGREKET T%JPEVLE A _:C:GJF IA
| CMVVTVILCR MENTTKKPDE SSQPAVHKLT
KRIPLRRQVT 'jﬁEﬁQUﬁWN SNTFLVRITT

RLSSTADTPY
KLTLGKPLGE
| EAVTVAVKML

EDPKWEFPRD
AVGIDKDKPK
LVSEMEMME

1
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MIGKHKNIIN

LLGACTQODGP

LYVIVEYASK |

n
‘ | GNLREYLRAR RPPGMEYSYD INRVPEEQMT
{ | FKDLVSCTYQ LARGMEYLAS QKCIHRDLAA
| | RNVLVTENNV MKIADFGLAR DINNIDYYKK
| | | TTNGRLPVKW MAPEALFDRV  YTHQSDVWSE
| | | GVLMWETFTL GGSPYPGIPV EELFKLLKEG
| | HRMDKPANCT ~NELYMMMRDC ~WHAVPSQRET
| ‘ | FKQLVEDLDR TLTLTTNEEY LDLSQPLEQY
| | ISPSYPDTRSS CSSGDDSVFS PDPMPYEPCL
| | PQYPHINGSV KT
2 Cadena pesada | QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV ~SCKASGYIFT
de aFGFR2b; el | TYNVHWVRQA PGQGLEWIGS IYPDNGDTSY
| Asn297 estéa en !NQNFKGRATI TADKSTSTAY MELSSLRSED
negritas vy TAVYYCARGD FAYWGQGTLV TVSSASTKGP
subrayado | SVFPLAPSSK STSGGTAALG CLVKDYFPEP
VTVSWNSGAL TSGVHTFPAV LQSSGLYSLS
| SVYTVPSSSL GTQTYICNVN ~HKPSNTKVDK
| RVEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLFE
| PPKPKDTLMI SRTPEVICYY VDVSHEDPEV
| KENWYVDGVE ~ VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
SVLTVLHODW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE
KTISKAKGQP REPQVYTLPP SREEMTKNQV
SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT
TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWOQGNVE
SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK
3 Cadena ligera DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQGVS
| de aFGER2b | NDVAWYQQKP  GKAPKLLIYS ~ASYRYTGVPS
j JRFSGSGSGTD FTETISSLOP EDIATYYCOQ
| | HSTTPYTFGQ GTKLEIKRTV AAPSVFIFPP
| | SDEQLKSGTA  SVVCLLNNEY ~PREAKVQWKV
| DNALQOSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT
| LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSEN
\ o RGEC
4 Regidn variable | QVQLVQSGAE VKKPGSSVKV ~SCKASGYIET
de cadena TYNVHWVRQA PGQGLEWIGS TYPDNGDTSY |
pesada de NONFKGRATI TADKSTSTAY MELSSLRSED
| aFGFR2b TAVYYCARGD FAYWGQGTLV TVSS
5 Regidén variable [ DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQGYS
| de cadena NDVAWYQQKP GKAPKLLIYS ASYRYTGVPS
ligera de RFSGSGSGTD FTFTISSLOP EDIATYYCQQ
aFGFR2b HSTTPYTFGQ GTKLETK -
6 Cadena pesada TYNVH
de aFGFR2b (HC)
HVR1 -
7 | oFGFR2b HC HVR2 | STYPDNGDTS YNONFKG B
8 | aFGFR2b HC HVR3 | GDFAY .
g Cadena ligera KASQGVSNDV A
de aFGFR2b (LC)
| HVR1 —
[ 10 oFGFR2b LC HVR2 [SASYRYT —
[11 aFGFR2b LC HVR3 [QOHSTTPYT
12 | FGFR2IIIc | REBSFSLVED TTLEPEEPPT  KYQISQPEVY |
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humano maduro

VAAPGESLEV
RCLLKDAAVT
YLQIKGATPR
MVNVTDAISS
KRAPYWTNTE
AGGNPMPTMR
NQHWSLIMES
NHTYHLDVVE
GGDVEFVCKV
YGPDGLPYLK
NVTFEDAGEY
PAPGREKETT
MVVTVILCRM
RIPLRRQVTV
LSSTADTPML
LTLGKPLGEG
AVTVAVKMLK
IGKHKNIINL
NLREYLRARR
KDLVSCTYQL
NVLVTENNVM
TNGRLPVKWM
VLMWEIFTLG
RMDKPANCTN
KQLVEDLDRI
PSYPDTRSSC

SWTKDGVHLG PNNRTVLIGE

DSGLYACTAS RTIVDSETWYFE
GDDEDDTDGA EDFVSENSNN
KMEKRLHAVP AANTVKERCP
WLENGKEFKQ EHRIGGYKVR |
VVPSDKGNYT CVVENEYGSI
RSPHRPILOA GLPANASTVV

YSDAQPHIQW IKHVEKNGSK
VLKAAGVNTT DKEIEVLYIR

TCLAGNSIGI SFHSAWLTVL
ASPDYLEIAI YCIGVFLIAC

KNTTKKPDES SQPAVHKLT

SAESSSSMNS NTPLVRITTR
AGVSEYELPE DPKWEFPRDK
CEGQVVMAEA VGIDKDKEPKE
DDATEKDLSD LVSEMEMMEM
LGACTQDGPL YVIVEYASKG
PPGMEYSYDI NRVPEEQMTE
ARGMEYLASQ KCIHRDLAAR
KIADEGLARD INNIDYYEKKT
APEALFDRVY THQSDVWSFEG
GSPYPGIPVE ELFKLLKEGH
ZLYMMMRDCW HAVPSQRPTFE

LTLTTNEEYL DBDLSQPLEQYS
S5GDDSVFSE DPMPYEBECLP

QYPHINGSVK T
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una pluralidad de anticuerpos
anti-FGFR2IlIb, donde cada anticuerpos anti-FGFR2IIlb comprende regiones
variables de cadena pesada y cadena ligera, donde la region variable de cadena
pesada comprende:

(i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 6;

(ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ.ID NG: 7:y

(i)  HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 8;

y la region variable de cadena ligera comprende:

(iv)  HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQIDNQ: 9,

(V) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 10; y

(vi)  HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 11;

donde al menos 95% de los anticuerpos anti-FGFR2IlIIb en la
composicion estan afucosilados.

2. La composicion de la reivindicacion 1, donde el dominio variable
de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

3. La composiciéon de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, donde
el dominio variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 5.

4. La composicion de la reivindicacion 1, donde el dominio variable
de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4y
el dominio variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 5.

5. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde
la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

6. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde
la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3.

7. La composicion de la reivindicacion 1, donde la cadena pesada

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y la cadena ligera
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comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3.

8. Una composicion que comprende una pluralidad de anticuerpos
anti-FGFR2IIIb afucosilados, donde los anticuerpos anti-FGFR2IIIb compiten por la
union a FGFR2IlIIb con un anticuerpo que comprende una region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4
y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 5.

9. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde
los anticuerpos son anticuerpos monoclonales.

10. La composiciéon de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
donde los anticuerpos son anticuerpos quimericos.

11. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
donde los anticuerpos son anticuerpos humanizados.

12. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
donde los anticuerpos carecen de fucosa en Asn297.

13. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
donde los anticuerpos comprenden una region constante de cadena ligera «.

14. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
donde los anticuerpos comprenden una region constante de cadena pesada IgG1.

15. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14,
donde los anticuerpos afucosilados tienen actividad de ADCC mejorada in vitro
comparados con un anticuerpo anti-FGFR2IIIb fucosilado que tiene la misma
secuencia de aminoacidos.

16. La composicién de la reivindicacion 15, donde los anticuerpos
anti-FGFR2IlIb afucosilados causan una lisis especifica que es al menos 10, al
menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al
menos 45, al menos 50, al menos 60, al menos 65, al menos 70, o al menos 75
puntos porcentuales mayor que la lisis especifica con el anticuerpo anti-FGFR2IIIb
fucosilado.

17. La composicion de la reivindicacion 15 o la reivindicacion 16,
donde la actividad de ADCC es determinada usando células Ba/F3 que expresan
FGFR2lllb como células blanco y PBMCs humanas aisladas como células
efectoras.

18. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17,
donde los anticuerpos afucosilados tienen afinidad mejorada por Fc gamma RIIIA

comparados con un anticuerpo anti-FGFR2IIIb fucosilado que tiene la misma
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secuencia de aminoacidos.

19. La composicion de la reivindicacion 18, donde los anticuerpos
anti-FGFR2lIIb afucosilados se unen a Fc gamma RIIIA con al menos 2 veces, al
menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 7 veces, al menos
10 veces, al menos 12 veces, al menos 15 veces, al menos 17 veces, o al menos
20 veces mayor afinidad que el anticuerpo anti-FGFR2IIIb fucosilado.

20. La composicion de la reivindicacion 18 y la reivindicacion 19,
donde la afinidad por Fc gamma RIIIA es determinada usando resonancia
plasmonica superficial.

21. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20,
donde el Fc gamma RIIIA es seleccionado de Fc gamma RIIA(V158) y Fc gamma
RINA(F158).

22. La composicion de la reivindicacion 21, donde el Fc gamma RIIIA
es Fc gamma RIIIA(V158).

23. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22,
donde los anticuerpos anti-FGFR2IlIb afucosilados se unen a FGFR2lllb pero no
se unen a FGFR2lllc.

24, Una célula anfitriona que comprende acido nucleico que codifica
para el anticuerpo anti-FGFR2IIIb de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23,
donde la célula anfitriona carece de un gen de alfa-1.6-fucosiltransfersa funcional
(gen FUTS8).

25. La célula anfitriona de la reivindicacion 24, la cual es una célula
CHO.

26. Un meétodo para producir anticuerpos anti-FGFR2IIIb
afucosilados, el metodo comprende cultivar la célula anfitriona de la reivindicacion
24 o la reivindicacion 25 bajo condiciones adecuadas para expresar el acido
nucleico que codifica para el anticuerpo anti-FGFR2IlIb.

27. Un método para producir anticuerpos anti-FGFR2IlIb
afucosilados, que comprende cultivar la célula anfitriona de la reivindicacion 24 o
la reivindicacion 25 bajo condiciones adecuadas para producir anticuerpos anti-
FGFR2IlIb afucosilados.

28. El método de la reivindicacion 26 o 27, que comprende ademas
recuperar el anticuerpo anti-FGFR2IIIb producido por la célula anfitriona.

29. El método de cualquiera de las reivindicaciones 26 to 28, donde
al menos 95% de los anticuerpos anti-FGFR2IlIb producido por la célula anfitriona

estan afucosilados.
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30. El método de la reivindicacion 29, donde la fucosa es
indetectable en los anticuerpos anti-FGFR2IIIb producidos por la célula anfitriona.

31. El método de la reivindicacion 29 o la reivindicaciéon 30, donde la
fucosa es detectada por un metodo que comprende HPLC, electroforesis capilar, o
espectrometria de masas MALDI-TOF.

32. Una composicion farmaceutica que comprende la composicion de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 y un portador farmacéuticamente
aceptable.

33. Un método de tratamiento del cancer en un individuo que
comprende administrar a un individuo con cancer una cantidad efectiva de una
composicion farmacéutica de la reivindicacion 32.

34. ElI meétodo de la reivindicacion 33, donde el cancer es
seleccionado de cancer gastrico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer
endometrial, cancer pancreatico, y cancer esofagico.

35. El método de la reivindicacion 34, donde el cancer es cancer
gastrico.

36. El método de cualquiera de las reivindicaciones 33 to 35, donde
el cancer sobreexpresa FGFR2IIIb.

37. El método de la reivindicacion 36, donde la expresion de
FGFR2Illb es determinada por immunohistoquimica (IHC).

38. El metodo de la reivindicacion 36 o la reivindicacion 37, donde el
cancer no comprende la amplificacion del gen de FGFR2.

39. El método de cualquiera de las reivindicaciones 33 to 37, donde
el cancer comprende una amplificacion del gen de FGFR2.

40. ElI método de cualquiera de las reivindicaciones 33 to 39, donde
el metodo comprende ademas administrar al menos un agente terapéutico
adicional seleccionado de un agente de platino, paclitaxel, ABRAXANE®,
docetaxel, gemcitabina, capecitabina, irinotecano, epirrubicina, FOLFOX, FOLFIRI,
leucovorina, fluorouracilo, mitomicina C, y clorhidrato de doxorrubicina.

41. El método de la reivindicacion 40, donde el agente de platino es
seleccionado de cisplatino, oxaliplatino, y carboplatine.

42. El método de la reivindicacion 41, donde el agente terapéutico
adicional es paclitaxel.

43. El metodo de la reivindicacion 41, donde el agente terapéutico
adicional es cisplatino y/o 5-FU.

44. Uso de una composicion farmacéutica de la reivindicacion 32
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para tratar el cancer en un individuo que necita de la misma.

45. El uso de la reivindicacion 44, donde el cancer es seleccionado
de cancer gastrico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer endometrial, cancer
pancreatico, o cancer esofagico.

46. El uso de la reivindicacion 45, donde el cancer es cancer
gastrico.

47. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 44 to 46, donde el
cancer sobreexpresa FGFR2IlIb.

48. El uso de la reivindicacién 47, donde la expresion de FGFR2IlIb
es determinada por immunohistoquimica (IHC).

49. El uso de la reivindicacion 47 o la reivindicacion 48, donde el
cancer no comprende la amplificacion del gen de FGFR2,

50. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 42 to 48, donde el
cancer comprende una amplificacion del gen de FGFR2.

51. Una composicion farmacéutica para tratar el cancer en un
individuo que comprende una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-FGFR2IIIb
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 y un portador farmacéuticamente
aceptable.

52. La composicién farmaceéutica de la reivindicacion 51, donde el
cancer es seleccionado de cancer gastrico, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer endometrial, cancer pancreatico, y cancer esofagico.

53. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 52, donde el
cancer es cancer gastrico.

594. La composicion farmacéutica de cualquiera de las
reivindicaciones 51 to 53, donde el cancer sobreexpresa FGFR2IIIb.

65. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 54, donde la
expresion de FGFR2IlIb es determinada por immunohistoquimica (IHC).

96. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 54 o la
reivindicacion 55, donde el cancer no comprende la amplificacién del gen de
FGFR2.

57. La composicion farmacéutica de cualquiera de las
reivindicaciones 51 to 54, donde el cancer comprende una amplificacién del gen
de FGFR2.
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RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invencién proporciona anticuerpos que se unen a
FGFR2Illb, donde los anticuerpos estan afucosilados. La presente invencion
proporciona composiciones que comprenden anticuerpos que se unen a
FGFR2lllb, donde al menos 95% de los anticuerpos en la composicidon estan
afucosilados. En algunas modalidades, son proporcionados meétodos de
tratamiento del cancer que comprenden administrar anticuerpos anti-FGFR2lIIb

afucosilados.
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Brigard & Castro

BOGOTA - COLOMBIA

PODER
Yo (nosotros), FIVE PRIME THERAPEUTICS, INC.

domiciliado(s) en Two Corporate Drive, South San
Francisco, Calformia 94080 US

Nombro(amos) & JUAN PABLO CADENA
SARMIENTO y/o MARTIN E, TORRES CARDOZO, de
Bogota. Colombia, apoderados verdaderos y legales con
poder especial, ampho y suficiente, para recabar de las
oficinas y autoridades colembianas  administrativas,
judiciales y de policia, en cualguier instancia o recurso, la
obiencién de patentes de invencion, regisfros de marcas,
disefios industrales, modelos de utilidad, depositos de
nombres comerciales y ensefias lemas comerciales,
nombres comerciales, registros de derechos de autor y
contratos sabre los mismos, oblencion de certificados de
obtentor de variedades vegetales, asi como sus
prorrogas, renovaciones, anotaciones de traspaso
cambios de nombre y/o domicilic y/o direccion; elaborar,
tramitar y registrar contratos de licencia y licencias de
cualesquiera clases; intervenir como demandante o como
demandado en cualguier instancia y recurso ante
cualquier juez, corporacion, funcionario publico o
autoridad en acciones judiciales, administrativas y de
policla tales como: oposiciones al registro de marcas,
acciones de caducidad, cancelacion y nulidad; acciones
relvindicatorias, acciones derivadas de la obtencion o
explotacibn de licencias; acciones de competencia
desleal;, demandas penales, acciones de indemnizacian
de perjuicios, reclamos y observaciones a solicitudes ae
patentes, disefios industriales, modeles de utilidad, en el
ejercicio de medidas cautelares y en ofras acciones o
medidas similares

A este efecto lo(s) faculto{amos) para elevar soliciiudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades.
apelacicnes y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravamenes prescritos por la ley, renunciar o desistr a
derechos concedidos o en curso de concesion, recibir
loda clase de documentos y valores, dando el descargo
respectivo, y, en general para dar ante dichas
autaridades todos los pasos necesarios al efecto indicado
y tomar todas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de rmis (nuestros intereses), con todas las
demas facultades legales necesarias

Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar
en mi (nuestro) nembre lo actuado asi como la facultad
de desistir, transigir, comprometer, y la de sustituirlo en
todo o en parte y revocar sustituciones. Asimismo
nombro(amos) a JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
y/o MARTIN E. TORRES CARDOZO, domiciliado(s) en
la calle 70A No. 441 mis (nuestros) apoderados en
Colombia, con facultades para recibir notificaciones vy
designar apoderados judiciales o extrajudiciales

Otorgado y firmado en

hoy de de 20
Firma

Nombre

Cargo

POWER OF ATTORNEY

| (We) FIVE PRIME THERAPEUTICS, INC.

domiciled in Two Corporate Drive, Scuth San Francisco,
California 94080 US.

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or MARTIN E. TORRES CARDOZO, of Bogota,
Colombia, my (our) true and lawful attorneys with
special ample and sufficent power to obtain from the
Colombian administrative, judicial and police offices and
authorities. in any instance, privieges of patents of
invention, registration of trademarks, industnal designs
and ulihity models; registration of commercial names
slogans and emblems, registration of copyright and
contracts related thereto. certificates of abtainers of
vegetables varieties, as well as extensions, renewals and
recordal of assignments and changes of name. domicile
and address related to the above; to prepare, prosecute
and register licenses of any kind, to act as plaintiff or
defendant in any instance or recourse, and before any
judge, corporatien, public official or authonty in judicial,
administrative and police actions. such as' oppositions to
the registration of trademarks; caducity, cancellation and
nullty actions: claim actions derived from the obtaiming or
exploitation 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 exercise of
preventive measures and in other actions or similar
proceedings

Tao that efiect they hereby empowered to file applications
formulate descriptions, amendments, protests
declarations. oppositions, cancellations, nuliities, appeals
and claims, 'o pay taxes. guotas and assessments
prescribed by law, renounce or waive the nights granted or
in the process of granling 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 to such effect and any measures thal
they may deem pertinent lo the safeguard of my (our)
interest(s) with all the other necessary legal powers

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
sefile and compromise an my (our) benalf and to
substitute this power in whole or in part and to revoke
substitutions, At the same tme | (We) hereby appoint
JUAN PABLO CADENA SARMIENTO and/or MARTIN
E. TORRES CARDOZO domiciled in calle 70A No. 4-41,
my (our) attorney(s) in fact, with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial
attorneys

Granted and signed in

this_ &0 day of October, 2015

—

Signature,_
W

Name' Francis Sarena

Title:  Executive Vice President, General Counsel,

and Secretary

= Vi
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UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

UNDER SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLECTUAL PROPERTY AND
DIRECTOR OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OTFICE

SEPTEMBER 6, 2013
PTAS

2275 DEMING WAY, STE 310 502484035

MIDDLETON, WI 53562

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLQOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH
OF THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE, A COMPLETE COPY IS AVAILABLE AT THE
ASSIGNMENT SEARCH ROCM ON THE REEL AND FRAME NUMBER REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON TEIS NOTICE. THE INFORMATION
CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA PRESENT IN THE PATENT
AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD FIND ANY ERRORS OR HAVE
QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY CONTACT THE ASSIGNMENT RECORDATION
BRANCH AT 571-272-3350. PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATZNT
AND TRADEMARK OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT RECORDATION BRANCH, P.0O. BOX
1450, ALEXANDRIA, VA 22313.

RECORDATION DATE: 09/05/2013 REEL/FRAME: 031143/0583
NUMBER OF PAGES: 5

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNORS INTEREST (SEE DOCUMENT FCR DETAILS) .
DOCKET NUMBER: FPT-33453/US-1/PRO

ASSIGNOR:
HARDING, THOMAS DOC DATE: 09/05/2013

ASSIGNOR:
PIERCE, KRISTEN DOC DATE: 09%/05/2013

ASS5IGNOR :

PATIL, NAMRATA poOC DAT 09/05/2013

t1

ASSIGNOR:
BRENNAN, THOMAS DOC DATE: 09/05/2013

ASSIGNOR:
HAMBLETON, JULIE DOC DATE: 09/04/2013

ASSIGNEE:
FIVE PRIME THERAPEUTICS, INC,
TWO CORPORATE DRIVE
SOUTH SAN FRANCISCO, CALIFORNIA
54080

P.O. Box 1450. Alexandria, Virginia 22313-1450 - WWW.USPTO.GOV
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APPLICATION NUMBER: 61861198 FILING DATE:

PATENT NUMBER : ISSUE DATE:
TITLE: AFUCOSYLATED ANTI-FGFR2IIIE ANTIBCDIES

ASSIGNMENT RECCRDATION BRANCH
PUBLIC RECCORDS DIVISION

08/01/2013



PATENT
Attorney Docket No.: FPT-33453/U5-1/PRO

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Thomas Harding, Kristen Pierce, Namrata Patil, Thomas Brennan, and Julle Hambleton,
hereinafter referred to as “ASSIGNORS,” have Invented certain new and useful improvements as described and set forth
in the below-identified application for United States Letters Patent:

Title of Invention: AFUCOSYLATED ANTI-FGFR2111B ANTIBODIES
Filing Date: 08/01/2013 Serial No.: 61/861,198

WHEREAS, Five Prime Therapeutics, a corporation organized and exlsting under the laws of Delaware, having a
place of business at Two Corporate Drive, San Francisco, CA 94080, hereinafter referred to as “"ASSIGNEE," is desirous of
acquiring the entire right, title and Interest in said invention and application and in any Letters Patent which may be
granted on the same;

NOW THEREFORE, TO ALL WHOM IT MAY CONCERN: Be it known that, ASSIGNOR has sold, assigned and
transferred, and by these presents does sell, assign and transfer unto said ASSIGNEE, and ASSIGNEE's successors and
assigns, all right, title and interest in and to said invention, said application for United States Letters Patent, and any
Letters Patent which may hereafter be granted on the same in the United States and all countries throughout the world,
including any divisions, renewals, continuations In whole or In part, substitutions, conversions, reissues, or prolongations
or extensions thereof, said [nterest to be held and enjoyed by said ASSIGNEE as fully and exclusively as it would have

been held and enjoyed by said ASSIGNOR had this assignment and transfer not been made, to the full extent and term of
any Letters Patent.

ASSIGNOR further agrees that ASSIGNOR will, without charge to sald ASSIGNEE, but at ASSIGNEE's expense,
cooperate with ASSIGNEE In the prosecution of sald application and/or applications; execute, verify, acknowledge, and
deliver all such further papers, induding applications for Letters Patent and for the reissue thereof, and Instruments of
assignment and transfer thereof; and perform such other acts as ASSIGNEE lawfully may request, to obtain or maintain

Letters Patent for said invention and Improvement in any and all countries, and to vest title thereto in sald ASSIGNEE, or
ASSIGNEE's successars and assigns.

Inventﬁf Date: /'S | 2013

Thomas Harding

Inventor: Date:
Kristen Pierce

Inventor: Date:
Namrata Patil

Inventor: Date:
Thomas Brennan

Inventor: Date:
Julie Hambleton




PATENT
Altorney Docket No.: FPT-33453/US-1/PRO

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Thomas Harding, Kristen Pierce, Namrata Patil, Thomas Brennan, and Julie Hambleton,
hereinafter referred to as "ASSIGNORS,"” have invented certain new and useful improvements as described and set forth
in the below-identified application for United States Letters Patent:

Title of Invention: AFUCOSYLATED ANTI-FGFR2IIIB ANTIBODIES
Filing Date: 08/01/2013 Serial No.: 61/861,198

WHEREAS, Five Prime Therapeutics, a corporation organized and existing under the laws of Delaware, having a
place of business at Two Corporate Drive, San Francisco, CA 94080, hereinafter referred to as "ASSIGNEE,” is desirous of
acquiring the entire right, title and interest in said invention and application and in any Letters Patent which may be
granted on the same;

NOW THEREFORE, TO ALL WHOM IT MAY CONCERN: Be it known that, ASSIGNOR has sold, assigned and
transferred, and by these presents does sell, assign and transfer unto said ASSIGNEE, and ASSIGNEE's successors and
assigns, all right, title and interest in and to said invention, said application for United States Letters Patent, and any
Letters Patent which may hereafter be granted on the same in the United States and all countries throughout the world,
including any divisions, renewals, continuations in whole or in part, substitutions, conversions, reissues, or prolongations
or extensions thereof, said interest to be held and enjoyed by said ASSIGNEE as fully and exclusively as it would have
been held and enjoyed by said ASSIGNOR had this assignment and transfer not been made, to the full extent and term of
any Letters Patent,

ASSIGNOR further agrees that ASSIGNOR will, without charge to said ASSIGNEE, but at ASSIGNEE's expense,
cooperate with ASSIGNEE in the prosecution of said application and/or applications; execute, verify, acknowledge, and
deliver all such further papers, including applications for Letters Patent and far the reissue thereof, and instruments of
assignment and transfer thereof; and perform such other acts as ASSIGNEE lawfully may request, to obtain or maintain
Letters Patent for said invention and improvement in any and all countries, and to vest title thereto in said ASSIGNEE, or
ASSIGNEE's successors and assigns.

Inventor: Date:
Thomas Harding

Inventor: IQ LA— Date: ?;/ \i//;

Kristen Pierce

Namrata Patil

Inventor: '4’“""" BM"’“'— Date: ’ ;/,}

Th&nas Brennan

9 (573

Inventor: Date:

Inventor: Date:
Julie Hambleton
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PATENT
Attorney Docket No.: FPT-33453/US-1/PRO

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Thomas Harding, Kristen Pierce, Namrata Patil, Thomas Brennan, and Julie Hambleton,
hereinafter referred to as “ASSIGNORS,” have invented certain new and useful improvements as described and set farth
in the below-identified application for United States Letters Patent:

Title of Invention: AFUCOSYLATED ANTI-FGFR211IB ANTIBODIES
Filing Date: 08/01/2013 Serial No.: 61/861,198

WHEREAS, Five Prime Therapeutics, a corporation organized and existing under the laws of Delaware, having a
place of business at Two Corporate Drive, San Francisco, CA 94080, hereinafter referred to as “ASSIGNEE,"” is desirous of
acquiring the entire right, title and interest in said invention and application and in any Letters Patent which may be
granted on the same;

NOW THEREFORE, TO ALL WHOM IT MAY CONCERN: Be it known that, ASSIGNOR has sold, assigned and
transferred, and by these presents does sell, assign and transfer unto said ASSIGNEE, and ASSIGNEE's successors and
assigns, all right, title and interest in and to said invention, said application for United States Letters Patent, and any
Letters Patent which may hereafter be granted on the same in the United States and all countries throughout the world,
including any divisions, renewals, continuations in whole or in part, substitutions, conversions, reissues, or prolongations
or extensions thereof, said interest to be held and enjoyed by sald ASSIGNEE as fully and exclusively as it would have
been held and enjoyed by said ASSIGNOR had this assignment and transfer not been made, to the full extent and term of
any Letters Patent.

ASSIGNOR further agrees that ASSIGNOR will, without charge to said ASSIGNEE, but at ASSIGNEE's expense,
cooperate with ASSIGNEE in the prosecution of said application and/or applications; execute, verify, acknowledge, and
deliver all such further papers, includipg applications for Letters Patent and for the reissue thereof, and instruments of
assignment and transfer thereof; and perform such other acts as ASSIGNEE lawfully may request, to obtain or maintain
Letters Patent for said invention and improvement in any and all countries, and to vest title thereto in said ASSIGNEE, or
ASSIGNEE's successors and assigns.

Inventor: Date:
Thomas Harding

Inventor: Date:
Kristen Pierce

Inventor: Date:
Namrata Patil

Inventor: Date:
Thomas Brenr(an

‘?‘g%&—“ Date: % KQL{ {2‘3" <

JulieiHémbleton

Inventor:

q}



TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A FIVE
PRIME THERAPEUTICS, 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

06 de septiembre de 2013

PTAS
REBECCA B. SCARR
2275 Deming Way, Ste 310
Middleton, WI 53562

Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos
Notificacion 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 Unides. Una copia microfilmada completa se encuentra disponible en la Sala de Busquedas de Cesiones
en el rollo y cuadro cuyo nombre de referencia aparece mas adelante.

Por favor revise toda la infermacion que contiene esta notificacion. La infermacion 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.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313,

Fecha de Registro: 09/05/2013 Rollo/Cuadro: 031143/0583
Numero de paginas: 5

Resumen: Cesion de interés del cedente (vease documento para detalles)
Numero de Expediente de Abogado: FPT-33453/US-1/PRO

Cedente:

HARDING, THOMAS Fecha del Documento; 09/05/2013
Cedente:

PIERCE, KRISTEN Fecha del Documento: 09/05/2013
Cedente:

PATIL, NAMRATA Fecha del Documento: 09/05/2013
Cedente:

BRENNAN, THOMAS Fecha del Documento: 09/05/2013
Cedente:

HAMBLETON, JULIE Fecha del Documento: 09/05/2013
Cesionario:

FIVE PRIME THERAPEUTICS, INC.
Two Cerporate Drive
South San Francisco, Califarnia

94080
Numero de solicitud: 61861198 Fecha de presentacion; 08/01/2013
Numero de patente: Fecha de expedicion:

Titulo: ANTICUERPOS ANTI-FGFR2IIIB AFUCOSILADOS

SUCURSAL DE SERVICIOS DE CESIONES
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS



Patente
Expediente de Abogado No. FPT-33453/US-1/PRO

CESION

CONSIDERANDO QUE NOSOQTROS, Thomas Harding, Kristen Pierce, Namrata Patil,
Thomas Brennan y Julie Hambleton, en adelante referidos como “CEDENTES’, hemos inventado
clertas mejoras novedosas y Utiles como se describe y establece en la solicitud para Titulo de
Patentes de los Estados Unidos identificada abajo:

Titulo de la invencion: ANTICUERPOS ANTI-FGFR2IIIB AFUCOSILADOS
Fecha de presentacion: 08 de enero de 2013 Numero serial: 61/861,198

CONSIDERANDOQ QUE, FIVE PRIME THERAPEUTICS, una corporacion de Delaware, que
tiene oficinas en Two Corporate Drive, South San Francisco, California 94080, en adelante referida
como "CESIONARIA” estd deseosa de adquirir el derecho, titulo e interés total en dicha invencion y
solicitud y en cualquier Titulo de Patentes que se pueda otorgar sobre la misma;

AHORA, POR LO TANTO, A TODO EL QUE PUEDA INTERESARLE: sepase que el
CEDENTE ha vendido, cedido y transferido, y por la presente vende, cede y transfiere a dicho
CESIONARIO, y sucesores y designados del CESIONARIO, todo el derecho, titulo e interés en y para
dicha invencion, dicha solicitud para Titulo de Patentes de los Estados Unidos, y cualquier Titulo de
Patentes que pueda ser otorgado a partir de esta sobre la misma en los Estados Unidos y todos los
paises alrededor del mundo, incluida cualquier divisional, renovacion, continuacion completa o en
parte, sustituciones, conversiones, reexpediciones, prolongaciones o extensiones de la misma, dicho
interes a ser de propiedad y disfrutado por dicho CESIONARIO de forma completa y exclusiva como
hubiera sido de propiedad y disfrutado por dicho CEDENTE si esta cesion y transferencia no se
hubieran llevado a cabo, hasta el alcance y término final de cualquier Titulo de Patentes.

El CEDENTE ademas acuerda que el CEDENTE cooperara, sin cobro a dicho
CESIONARIO pero a expensas del CESIONARIO, con el CESIONARIO en la consecucion de dicha
solicitud y/o solicitudes; ejecutara, verificara, reconocera y entregara todos los demas documentos,
incluidas las solicitudes para Titulo de Patentes y para la reexpedicion de las mismas, e instrumentos
de la cesion y transferencia de la misma, y llevara a cabo todos los demas actos que el CESIONARIO
pueda legaimente solicitar para obtener o mantener el Titulo de Patentes para dicha invencién y
mejora en cualquier y todos los paises y otorgara el titulo para el mismo en dicho CESIONARIO, o
sucesores y designados del CESIONARIO.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, el CEDENTE ha firmado en el presente el nombre del
CEDENTE para esta cesion en la fecha indicada abajo:

Inventor; (firma) Fecha: 09/05/2013
Thomas Harding
Inventor: (firma) Fecha: 09/05/2013

Kristen Pierce

Inventor: (firma) Fecha: 09/05/2013
Namrata Patil

Inventor: (firma) Fecha: 09/05/2013
Thomas Brennan

Inventor: (firma) Fecha:  09/052013
Julie Hambleton
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| Indicacion que se solicita una patente
| Datos de identificacion del solicitante o oe I3 peracna que presenta la solcitud

Descripcion de la invencion

1Ty
i}

i Dibujos d= gsfns peninentes
P Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el casa formata de tlescuenta) .
p— =1

I ::nrf"wl L_ incompleta | | !
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