ANTICUERPOS ANTI-PMEL17 Y CONJUGADOS DE LOS MISMOS

LISTADO DE SECUENCIAS

[0000] La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que ha sido presentado
electrénicamente en formato ASCII el cual queda incorporado por completo como referencia.
Dicha copia en ASCII, creada el 6 de Diciembre de 2019, se denomina PAT058359-WO-
PCT_SL.txt y tiene 285,253 bytes de tamafo.

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere en general a anticuerpos anti-PMEL17, o
fragmentos de los mismos, conjugados de los mismos, que incluyen un inhibidor de
GNAQ/GNA11, conjugados de los mismos, y sus usos para el tratamiento o prevencion del

cancer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] PMEL17 (también conocida como gp100 y SILV) es una proteina
transmembrana de tipo | de un solo paso producida por los melanocitos y que interviene en la
sintesis de melanina. A lo largo de su maduracion, PMEL17 se expresa de manera transitoria
en la superficie celular antes de ser traficada a melanosomas, donde PMEL17 se degrada en
varios dominios que se multimerizan para formar laminas fibrilares. Tal patrén luego sirve como
un soporte para atrapar melanina. La expresion de PMEL17 en los melanosomas esta regulada
por MITF, un oncogén de linaje, y se ha descubierto que se regula a la alza en una variedad de
melanomas primarios y metastasicos uveales y subcutaneos. La expresion transitoria en la
superficie celular y la posterior internalizacién de PMEL17 la convierten en un objetivo

adecuado para desarrollar un conjugado de anticuerpo farmaco (ADC) para el tratamiento del

melanoma.
PMEL17 y Cancer
[0003] A lo largo de su maduracion, PMEL17 es procesada en gran medida por las pro-

proteinas convertasas. La proteina se escinde entre V467/K468 formando dos subdominios,
Ma en el término N y M en el término C, supuestamente mantenidos a través de un puente
disulfuro. Después de abandonar el aparato de Golgi, algunas moléculas de PMEL17 se

expresan transitoriamente en la superficie celular. La mayoria de PMEL17 luego se redirige a



un melanocito para la maduracion adicional, mientras que algunas PMEL17 parecen ser
eliminadas. Después de las escisiones enzimaticas adicionales, PMEL17 se degrada en varios
dominios que se reorganizan y forman laminas fibrilares donde la melanina se polimeriza
(Valencia JC, et al. Sorting of Pmel17 to melanosomes through the plasma membrane by AP1
and AP2: evidence for the polarized nature of melanocytes. J Cell Sci. 2006 Mar 15;119(Pt
6):1080-91; Theos AC, et al. The Silver locus product Pmell17/gp100/Silv/ME20: controversial in
name and in function. Pigment Cell Res. 2005 Oct;18(5):322-36).

[0004] PMEL17 constituye un objetivo terapéutico potencial para el tratamiento del
melanoma. PMEL17 es un objetivo transcripcional directo de MITF, un oncogén de linaje en
melanoma, segun lo observado por estudios de expresion de ARNm (Du J, et al. MLANA/MART1
and SILV/PMEL17/GP100 are transcriptionally regulated by MITF in melanocytes and melanoma.
Am J Pathol. 2003 Jul;163(1):333-43). La expresiébn de PMEL17 esta limitada al linaje de
melanocitos que incluye melanocitos de la piel, melanocitos del bulbo piloso, epitelio pigmentario
de la retina, epitelio ciliar pigmentado y posiblemente los melanocitos coroides en la retina.
PMEL17 también se expresa altamente en tumores de linaje de melanocitos melanoma
subcuténeo y uveal. En contraste, los estudios de ARNm han demostrado que la expresion de
PMEL17 es limitada en otros tipos de tumores y tejidos normales. (Wagner SN, Wagner C,
Schultewolter T, Goos M. Analysis of Pmell7/gp100 expression in primary human tissue
specimens: implications for melanoma immuno-and gene-therapy. Cancer Immunol Immunother.
1997 Jun;44(4):239-47). Ademas, los compuestos ADC e ImmTAC dirigidos a PMEL17 han sido
descriptos previamente para inducir especificamente la muerte del melanoma in vivo e in vitro y
actualmente se evallan en ensayos clinicos (Chen Y, et al. The melanosomal protein PMEL17
as a target for antibody drug conjugate therapy in melanoma. J Biol Chem. 2012 Jul
13;287(29):24082-91. doi:10.1074/jbc.M112.361485. Epub 2012 May 21).

GNAQ/GNA11 y Céancer
[0005] Los genes GNAQ y GNA11l codifican la subunidad alfa de las proteinas G

heterotriméricas Gg/11, que se expresan de forma casi ubicua y actian como interruptores
moleculares binarios que alternan entre los estados de unién a guanosina trifosfato (GTP) activo
y de unién a guanosina difosfato (GDP) inactivo. Gaq y Ga11 unidos a GTP activan las isoformas
B de la fosfolipasa C, que activa una serie de vias de transduccion de sefales a través de la
generacion de los segundos mensajeros IP3 y DAG. La terminacion de la sefializacion se
desencadena por la hidrélisis de GTP mediada por la actividad intrinseca de GTPasa de estas

proteinas Ga. Se ha demostrado que Gq y G11 estan involucrados en una amplia gama de
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funciones fisioldgicas, incluida la activacion plaquetaria, la hipertrofia miocérdica y el tono del
musculo liso.

[0006] Las mutaciones oncogénicas en GNAQ o GNA11 ocurren en hasta 90% de los
casos de melanoma uveal (UM) y en ~ 2-3% del melanoma cutdneo. Aproximadamente el 95%
de estas mutaciones afectan a los codones 209 (Q209) en el dominio tipo Ras, lo que resulta en
una pérdida total o parcial de la actividad de GTPasa y, por lo tanto, bloquea GNAQ/11 en su
estado activo. Q209 GNAQ/11 son oncogenes de accion dominante que transforman los
melanocitos al desencadenar la activacién de multiples vias que incluyen PKC/MAPK, Rho/Rac,
B-cateninay YAP. Si bien la ruta PKC/MAPK se ha demostrado como un factor que contribuye a
la oncogénesis mediada por GNAQ, multiples lineas de evidencia sugieren que GNAQ/11
mutante gobierna rutas adicionales que también pueden cumplir un rol en la génesis tumoral del
MU (es decir YAP, B- catenina). Curiosamente, otra mutacién activadora soméatica en GNAQ
(R183Q) ha sido descripta recientemente como la causa del sindrome de Sturge-Weber (SWS),
un trastorno neurocutaneo caracterizado por malformacion capilar (manchas de vino de Oporto)
y malformaciones vasculares coroidales y leptomeningeas. Por lo tanto, GNAQ y GNA1ll
constituyen objetivos terapéuticos potenciales para el tratamiento del melanoma uveal y cutaneo.

Conjugados de Anticuerpo Farmaco

[0007] Los conjugados de anticuerpo-farmaco (“ADCs”) se han utilizado para la
administracion local de agentes citotoxicos en el tratamiento del cancer (véase, por ejemplo,
Lambert, Curr. Opinion In Pharmacology 5: 543-549, 2005). Los ADC permiten la
administracion dirigida del resto de farmaco, pudiendo lograrse la maxima eficacia con una
toxicidad minima. Los ADCs incluyen un anticuerpo seleccionado por su capacidad de unirse a
una célula objetivo para la intervencién terapéutica, vinculado a un farmaco seleccionado por
su actividad citostatica o citotoxica. La unién del anticuerpo a la célula objetivo por lo tanto
entrega el farmaco al sitio donde se necesita su efecto terapéutico.

[0008] Muchos anticuerpos que reconocen y se unen selectivamente a las células
objetivo, por ejemplo, las células cancerosas, se han divulgado para su uso en los ADCs. A
pesar del extenso trabajo en ADCs, la union de los anticuerpos a un objetivo particular de
interés no es suficiente para predecir el éxito en las aplicaciones de ADC. Los ejemplos de
factores que pueden afectar la efectividad terapéutica de los ADCs (ademas de las
caracteristicas intrinsecas del objetivo) incluyen varios aspectos que necesitan un ajuste
personalizado, como la afinidad éptima del anticuerpo como un equilibrio entre la disposicion

mediada por el objetivo (TMDD) y la exposicion que impulsa la eficacia, la evaluacion de
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funciones mediadas por Fc (citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos,
ADCC), el método de conjugacion (especifico del sitio 0 no), la relacién de las moléculas de
farmaco/carga til que se conjugan con cada anticuerpo ("DAR" o "relacion farmaco-
anticuerpo"), la capacidad de escision o estabilidad del enlazador, la estabilidad del ADC y la
tendencia a agregarse de un ADC.

[0009] Sigue existiendo la necesidad de contar con anticuerpos, métodos de unién y
cargas Utiles citotéxicas con propiedades mejoradas para usar como composiciones y métodos

terapéuticos con ADCs eficaces.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0010] En una forma de realizacion, la presente solicitud divulga un anticuerpo o

fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a PMEL17 que comprende:

a. unaregion variable de cadena pesada que comprende una CDR1 de cadena
pesada (Regi6n Determinante de la Complementariedad 1) de la SEQ ID NO: 1, 4,5
0 7, una CDR2 de cadena pesada (Region Determinante de la Complementariedad
2) de la SEQ ID NO: 2, 6 u 8, y una CDRS3 de cadena pesada (Region Determinante
de la Complementariedad 3) de la SEQ ID NO: 3 0 9; y una region variable de
cadena ligera que comprende una CDR1 de cadena ligera (Region Determinante de
la Complementariedad 1) de la SEQ ID NO: 14, 17 o 20, una CDR2 de cadena ligera
(Regién Determinante de la Complementariedad 2) de la SEQ ID NO: 15 0 18, y una
CDR3 de cadena ligera (Regién Determinante de la Complementariedad 3) de la
SEQ ID NO: 16 0 19;

b. una regién variable de cadena pesada que comprende una CDR1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 33, 36, 37 0 39, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 34, 38 0 40; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 35 0 41; una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 46, 49 o 52; una CDR2 de cadena ligera
de la SEQ ID NO: 47 o0 50; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 48 o 51,

C. unaregion variable de cadena pesada que comprende una CDR1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 5, 7, 57 0 60, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ ID
NO: 58, 61 0 62; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 59 0 63; una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 68, 71 0 74; una CDR2 de cadena ligera
de la SEQ ID NO: 69 o0 72; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 70 0 73;
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una region variable de cadena pesada que comprende una CDR1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 79, 82, 83 u 85, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 80, 84 u 86; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 81 u 87; una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 92, 95 o0 98; una CDR2 de cadena ligera
de la SEQ ID NO: 93 0 96; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 94 o0 97,

una region variable de cadena pesada que comprende una CDR1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 103, 106, 107 0 109, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 104, 108 o0 110; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 105 o
111; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, 52 0 116; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 47 o0 50; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID
NO: 117 o 118;

una region variable de cadena pesada que comprende una CDR1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 123, 126, 127 0 129, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 124, 128 o 130; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 125 o
131; una CDRL1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 136, 139 o0 142; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 137 o 140; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ
ID NO: 138 0 141,

una region variable de cadena pesada que comprende una CDRL1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 123, 126, 127 0 129, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 124, 128 0 130; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 147 o
148; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 153, 156 o 158; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 50 0 154; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ
ID NO: 155 0 157;

una region variable de cadena pesada que comprende una CDR1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 103, 106, 107 o 109, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 104, 108 0 110; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 163 o
164; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, 52 0 116; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 47 0 50; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID
NO: 169 o 170;

una region variable de cadena pesada que comprende una CDRL1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 175, 178, 179 o0 181, una CDR2 de cadena pesada de la
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SEQ ID NO: 176, 180 o 182; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 177 o
183; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, 52 0 116; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 47 o0 50; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID
NO: 188 o0 189;

una region variable de cadena pesada que comprende una CDRL1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 103, 106, 107 o0 109, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 104, 108 o0 110; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 194 o
195; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, 52 0 116; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 47 o 50; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ
ID NO: 200 o 201;

una region variable de cadena pesada que comprende una CDR1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 206, 209, 210 o0 212, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 207, 211 0 213; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 208 o
214; una CDRL1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 153, 156 o0 158; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 50 o0 154; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ
ID NO: 219 o 220;

una region variable de cadena pesada que comprende una CDRL1 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 206, 209, 210 o0 212, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 207, 211 0 213; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 225 o
226; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 136, 139 0 142; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 137 o 140; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ
ID NO: 231 0 232;

. una region variable de cadena pesada que comprende una region variable de
cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID NO: 206, 209, 210 o0 212,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, 211 0 213, y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 237
0 238; y una region variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ
ID NO: 243, 245 0 247, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 47 0 50, y una LCDR3 de la
SEQ ID NO: 244 o 246;

una region variable de cadena pesada que comprende una region variable de
cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID NO: 206, 209, 210 o0 212,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, 211 o0 213, y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 252
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0 253; y una region variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ
ID NO: 153, 156 0 158, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 50 0 154, y una LCDR3 de la
SEQ ID NO: 258 o0 259;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 1, una CDR2 de cadena pesada de
la SEQ ID NO: 2, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 3, una CDR1 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 14, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO:
15, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 16;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 4, una CDR2 de cadena pesada de
la SEQ ID NO: 2, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 3, una CDR1 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 14, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO:
15, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 16;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 5, una CDR2 de cadena pesada de
la SEQ ID NO: 6, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 3, una CDR1 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 17, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO:
18, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 19;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 7, una CDR2 de cadena pesada de
la SEQ ID NO: 8, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 9, una CDR1 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 20, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO:
18, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 16;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 33, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 34, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 35, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 46, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 48;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 36, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 34, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 35, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 46, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 48;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 37, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 38, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 35, una



aa.

bb.

CDRL1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 51;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 39, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 40, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 41, una
CDRL1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 52, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 48;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 58, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 59, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 68, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 69, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 70;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 58, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 59, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 68, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 69, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 70;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 5, una CDR2 de cadena pesada de
la SEQ ID NO: 61, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 59, una CDR1
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 71, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID
NO: 72, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 73;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 7, una CDR2 de cadena pesada de
la SEQ ID NO: 62, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 63, una CDR1
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 74, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID
NO: 72, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 70;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 79, , una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 80, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 81, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 92, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 93, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 94;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 82, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 80, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 81, una



CC.

dd

ee.

ff.

gg.

hh

CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 92, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 93, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 94;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 83, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 84, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 81, una
CDRL1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 95, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 96, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 97;

. una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 85, una CDR2 de cadena pesada

de la SEQ ID NO: 86, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 87, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 98, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 96, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 94;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 103, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 105, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 116; una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 117;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 106, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 105, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 117;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 107, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 108, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 105, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 118;

.una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 109, una CDR2 de cadena pesada

de la SEQ ID NO: 110, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 111, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 52 una CDR2 de cadena ligera de la SEQ
ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 117;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 123, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 124, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 125, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 136, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 137,y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 138;
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I

kk.

mm.

nn.

00.

pp.

qq.

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 126, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 124, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 125, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 136, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 137, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 138;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 127, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 128, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 125, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 139, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 140, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 141;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 129, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 130, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 131, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 142, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 140, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 138;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 123, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 124, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 147,
una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 153, una CDR2 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 154, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 155;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 126, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 124, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 147, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 153, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 154, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 155;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 127, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 128, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 147, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 156, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 157;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 129, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 130, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 148, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 158, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 155;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 103, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 163, una
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Ir.

SS.

tt.

uu.

Ww.

XX.

CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 169;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 106, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 163, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 169;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 107, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 108, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 163, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 170;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 109, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 110, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 164, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 52, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 169;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 175, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 176, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 177, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 188;

. una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 178, una CDR2 de cadena pesada

de la SEQ ID NO: 176, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 177, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 188;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 179, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 180, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 177,
una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 189;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 181, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 182; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 183, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 52, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 188;
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yy. una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 103, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 194, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47,y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 200;

zz. una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 106, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 194, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 47,y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 200;

aaa. una CDRL1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 107, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 108, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO:
194, una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera
de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 201,

bbb. una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 109, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 110, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO:
195, una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 52, una CDR2 de cadena ligera
de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 200;

ccc.  una CDRL1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 206, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 207, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 208,
una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 153, una CDR2 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 154, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 219;

ddd. una CDRL1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 209, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 207, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 208,
una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 153, una CDR2 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 154, y una CDRS3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 219;

eee. una CDRI1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 210, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 211, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 208,
una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 156, una CDR2 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 220;

fff. una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 212, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 213, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 214, una
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999.

hhh.

Jij-

kkk.

mm

CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 158, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 219;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 206, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 207, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO:
225, una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 136, una CDR2 de cadena ligera
de la SEQ ID NO: 137,y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 231;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 209, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 207, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO:
225, una CDRL1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 136, una CDR2 de cadena ligera
de la SEQ ID NO: 137, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 231,

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 210, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 211, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 225, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 139, una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 140, y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 232;

una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 212, una CDR2 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 213, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 226, una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 142; una CDR2 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 140; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 231;

una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ
ID NO: 206, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, y una HCDR3 de la SEQ ID NO:
237,y una region variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ
ID NO: 243, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 47, y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 244;

una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID
NO: 209, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 237,
y una region variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ ID
NO: 243, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 47, y una LCDRS3 de la SEQ ID NO: 244;

m. una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ
ID NO: 210, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 211, y una HCDR3 de la SEQ ID NO:
237, y una region variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ
ID NO: 245, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 50, y una LCDRS3 de la SEQ ID NO: 246;
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nnn. una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ
ID NO: 212, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 213, y una HCDR3 de la SEQ ID NO:
238; y una region variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ
ID NO: 247, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 50, y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 244;

000. Una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ
ID NO: 206, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, y una HCDR3 de la SEQ ID NO:
252,y una regién variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ
ID NO: 153, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 154, y una LCDR3 de la SEQ ID NO:
258;

ppp. una region variable de cadena pesada que comprende una HCDRL1 de la SEQ
ID NO: 209, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, y una HCDR3 de la SEQ ID NO:
252, y una regién variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ
ID NO: 153, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 154, y una LCDR3 de la SEQ ID NO:
258;

gqq. unaregion variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ
ID NO: 210, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 211, y una HCDR3 de la SEQ ID NO:
252, y una region variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ
ID NO: 156, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 50, y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 259;

(0]

rer. una region variable de cadena pesada que comprende una HCDRL1 de la SEQ ID
NO: 212, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 213, y una HCDR3 de la SEQ ID NO:
253; y una region variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ
ID NO: 158, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 50, y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 258.

[0011] Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a

PMEL17 de la presente solicitud puede ademas comprender:

a. Unaregion variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 10, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21,
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Una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoéacidos de la SEQ ID NO: 10, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25;

Una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoéacidos de la SEQ ID NO: 10, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 29;

Una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 42, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 53;

Una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 64, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 75;

Una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 88, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 99;

Una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 112, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 119;

Una regioén variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 132, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 143;

Una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 149, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 159;

Una regién variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminocidos de la SEQ ID NO: 165, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 171;

15



k. Una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 184, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 190;

I.  Unaregion variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodacidos de la SEQ ID NO: 196, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 202;

m. Una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 215, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 221;

n. Una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 227, y una region variable de cadena ligera (VL) que

comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 233;

0. Unaregién variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 239, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 248; o

p. Una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 254, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 260.

[0012] En otra forma de realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del

mismo que se une a PMEL17 comprende:

a. Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
12, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 23;

b. Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
12, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 27;
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Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
12, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 31;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
44, y una cadena ligera que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO: 55;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
66, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 77;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
90, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 101;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
114, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 121.;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
134, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 145;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
151, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 161;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
167, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 173;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
186, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 192;
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[0013]

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
198, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 204;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
217, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 223;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
229, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 235;

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
241, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 250; o

Una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
256, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 262.

El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la

presente puede comprender una 0 mas sustituciones de cisteina. En una forma de realizacion,

el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo comprende una o mas sustituciones

de cisteina seleccionadas entre S152C, S375C, o ambas S152C y S375C de la cadena pesada

del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, en donde la posicion se numera de

acuerdo con el sistema UE. Un anticuerpo de acuerdo con la presente puede ser un anticuerpo

monoclonal.

[0014]

En un aspecto, el Conjugado de Anticuerpo Farmaco de la invencion es un

conjugado de la Férmula (C):

en donde:

Ab-(La-(D)n)y (©

D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNA11;
Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana;

Laes un enlazador;
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nesl 2,304,y

yesl, 2, 304,
en donde el resto Enlazador-Farmaco -(La-(D)») esté covalentemente unido al anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo.
[0015] En otro aspecto del Conjugado de Anticuerpo Farmacos de la Férmula (C), La es
un enlazador escindible que comprende uno 0 mas componentes enlazadores seleccionados
entre un espaciador autoinmolativo, un grupo fosfato, un grupo carbonato y un enlazador

peptidico bivalente.

[0016] En otro aspecto, el Conjugado de Anticuerpo Farmaco de la Formula (C) es un

conjugado de la Formula (C-1):

Y
e 1\
Xo D
y

Xio, L
Ab Ly >

(C-1)
en donde:
D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNAL11,
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana;
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;

X2 es un espaciador autoinmolativo;

| %% |** O}LS/** O‘ZlLy/**
gl | Ak
*xo P=0 Y. P=0 ¥ __P=p * o _P=0Q /& 3
-2 | o™ | o™ | “% | *
Y, es g OH OH OH | g OH | A0 , f{o/§o,

O}%/ ** 02?77/ *%
* A
E{O/&O 0 *}L‘L (0]

indica el punto de union a D;

, donde el * de Y indica el punto de unién a X, y el ** de Y1

L. es un enlazador peptidico bivalente;

L» es un enlace o un enlazador, y

yesl, 2,304
[0017] La presente solicitud ademas divulga composiciones farmacéuticas que
comprenden los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, descriptos en la

presente y un portador farmacéuticamente aceptable. La presente solicitud ademas divulga
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composiciones farmacéuticas que comprenden los conjugados de anticuerpo farmaco de
acuerdo con la presente y un portador farmacéuticamente aceptable.

[0018] La presente solicitud ademas divulga métodos para tratar o prevenir el cancer en
un paciente que lo necesita, que comprende administrar a dicho paciente el conjugados de
anticuerpo farmaco o las composiciones farmacéuticas que se divulgan en la presente, en
donde el cancer expresa PMEL17, contiene una mutacién del gen GNAQ o GNAL11, o el cancer
expresa PMEL17 y contiene una mutacion de GNAQ, GNAL11, o ambas.

[0019] En algunas formas de realizacion de los métodos de tratamiento o prevencion
del cancer, el conjugado de anticuerpo farmaco o la composicion farmacéutica se administran
al paciente en combinacion con uno 0 mas compuestos terapéuticos adicionales. En una forma
de realizacién, el Gnico o mas compuestos terapéuticos adicionales se selecciona entre un
guimioterapéutico de estandar de cuidado, un inhibidor de MDM2, un inhibidor de MRC2, un
inhibidor de PKC, un inhibidor de MAPK, una molécula coestimuladora o un inhibidor de punto
de control. En una forma de realizacion, la molécula coestimuladora se selecciona entre un
agonista de OX40, CD2, CD27, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278), 4-1BB
(CD137), GITR, CD30, CD40, BAFFR, HVEM, CD7, LIGHT, NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160,
B7-H3, STING, o ligando CD83. En otra forma de realizacion, el inhibidor de punto de control
se selecciona entre un inhibidor de PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA,
TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y/o TGFR beta.

[0020] La presente solicitud ademas divulga el conjugados de anticuerpo farmaco o las
composiciones farmacéuticas que se divulgan en la presente, para uso como un medicamento.
En una forma de realizacion, el conjugados de anticuerpo farmaco o las composiciones
farmacéuticas que se divulgan en la presente, son para usar en el tratamiento o prevencion de
un cancer que expresa PMEL17 o un cancer que contiene una mutacion del gen GNAQ o
GNAL11 en un paciente que lo necesita.

[0021] En una forma de realizacion, la solicitud divulga el uso de los anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos, el conjugados de anticuerpo farmaco, o la
composicion farmacéutica de acuerdo con la presente, para tratar o prevenir un cancer que
expresa PMEL17 en un paciente que lo necesita.

[0022] En una forma de realizacion, la solicitud divulga el uso de los anticuerpos o
fragmentos de union a antigeno de los mismos, el conjugados de anticuerpo farmaco, o las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente, para tratar o prevenir un cancer que
expresa PMEL17 o un cancer que contiene una mutacion del gen GNAQ o GNA11l en un

paciente que lo necesita. En una forma de realizacion, la solicitud divulga el uso de los
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anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, el conjugados de anticuerpo
farmaco, o las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente, en la fabricacion de
un medicamento.

[0023] En una forma de realizacion, el cancer expresa PMEL17 o contiene una
mutacion del gen GNAQ o GNA11. En una forma de realizacion, el cancer es melanoma uveal,
melanoma subcutaneo, carcinoma hepatocelular o un cancer metastasico de los mismos.
[0024] La presente solicitud ademas divulga acidos nucleicos que codifican los
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de acuerdo con la presente. En una forma de
realizacion, el acido nucleico comprende la secuencia de nucledtidos de las SEQ ID NOs: 13,
24, 28, 32, 45, 56, 67, 78, 91, 102, 115, 122, 135, 146, 152, 162, 168, 174, 187, 193, 199, 205,
218, 224, 230, 236, 242, 251, 257, 0 26. La presente aplicacion también describe vectores que
comprenden los acidos nucleicos y células huésped que comprenden los vectores o acidos
nucleicos. La presente solicitud también divulga un proceso para producir los anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de acuerdo con la presente que comprende cultivar la célula
huésped y recuperar el anticuerpo del cultivo celular. En una forma de realizacion, el proceso

de recuperacion del anticuerpo del cultivo celular comprende los pasos de:

a) remover las células vy filtrar el cultivo;

b) purificar el cultivo por cromatografia de afinidad;

¢) inactivar todo virus en el cultivo ajustando el pH a 3,4-3,6, luego reajustar el pH a 5.8-
6,2 y filtrar el cultivo;

d) purificar el cultivo mediante cromatografia de intercambio catiénico y realizar una
reduccion en columna del cultivo;

€) ejecutar una cromatografia de intercambio aniénico sobre el cultivo;

f) remover los virus por nanofiltracion;

g) filtrar el cultivo que contiene el anticuerpo; y

h) obtener anticuerpo purificado.

[0025] La presente solicitud ademas divulga un proceso para producir un conjugado de

anticuerpo farmaco anti-PMEL17 que comprende:

(a) preformar un resto de enlazador-farmaco de la siguiente Formula (B):
R8-Lg-(D)n (B)
en donde:
D es uninhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNAL11,
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R® es un grupo reactivo;

Ls es un enlazador escindible y no escindible, y

nesl 2 304
(b) conjugar dicho resto enlazador-farmaco al anticuerpo recuperador del cultivo celular usando
el proceso para producir un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno divulgado en la
presente para producir un conjugado de anticuerpo farmaco; y
(c) purificar el conjugado de anticuerpo farmaco.
[0026] La presente solicitud ademas divulga un reactivo de diagndstico que comprende
un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la presente. En
algunas formas de realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo esta

marcado con un radiomarcador, un fluoréforo, un croméforo, un agente de imagen o un ion

metélico.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0027] Las Figuras 1A-1B ilustran ejemplos de datos sobre la actividad anti-UM in vitro
de los inhibidores de GNAQ/11 Compuesto (Al) y Compuesto (A2).
[0028] La Figura 2 ilustra ejemplos de datos sobre la actividad de los inhibidores de

GNAQ/11 Compuesto (Al) y Compuesto (A2) para inducir apoptosis en células de melanoma
uveal.

[0029] Las Figuras 3A-3C ilustran ejemplos de datos sobre la inhibicion de GNAQ/11
mediante el Compuesto (Al) y el Compuesto (A2). El Compuesto (Al) y el Compuesto (A2)
redujeron los niveles de IP1 (Figura 3A) y la proliferacién relativa (Figura 3B) en células 92.1.
Las inmunotransferencias de células 92.1 tratadas con el Compuesto (Al) y el Compuesto (A2)
mostraron una sefializacion reducida de ERK (Figura 3C).

[0030] Las Figuras 4A-4D ilustran ejemplos de datos sobre la estabilidad metabdlica y
propiedades PK del Compuesto (Al). Tanto la desaparicion del Compuesto (A1) (Figura 4A)
como la aparicion de la forma de anillo abierto del Compuesto (A8) (Figura 4B) se monitore6
por espacio de 24h. Con la excepcion de la rata, agregar el % restante del Compuesto (Al) y
el % formado del Compuesto (A8) muestra estequiometria durante 24h (Figura 4C). La PK del
Compuesto (Al) después de la administracion intravenosa en ratones se caracteriza por un
aclaramiento muy alto y un volumen de distribucién de moderado a alto (Figura 4D).

[0031] Las Figuras 5A-5D ilustran ejemplos de datos sobre la la estabilidad metabdlica
y propiedades de PK del Compuesto (Al) y el Compuesto (A2). La estabilidad in vitro del

Compuesto (A2) se probo en plasma y sangre de diferentes especies (Figura 5A). El
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Compuesto (A2) mostré buena estabilidad quimica en tres sistemas diferentes (Figura 5B). La
PK del Compuesto (A2) en ratones balb/c hembra mostr6 un alto aclaramiento y una vida
media de eliminacién corta (Figura 5C). EI Compuesto (Al) y Compuesto (A2) fueron estables
en tampoén a un pH de 5,6 y en lisosomas por espacio de 4h (Figura 5D).

[0032] Las Figuras 6A-6B ilustran ejemplos de datos sobre la actividad in vitro de
melanoma anti-uveal de ADCs anti-PMEL17-(B1). Los datos se presentan como la media de
tres réplicas independientes y en relacion con células tratadas con PBS (control).

[0033] La Figura 7 ilustra ejemplos de datos sobre ADCs anti-PMEL17-(B1) que
inducen la apoptosis en células de melanoma uveal. Los datos se presentan como la media de
3 réplicas independientes.

[0034] Las Figuras 8A-8B ilustran ejemplos de datos sobre la actividad in vitro anti
melanoma uveal de ADCs anti-PMEL17-(B2) y mAbs anti-PMEL17. Los datos se presentan
como la media de tres réplicas independientes y en relacion con células tratadas con PBS
(control).

[0035] La Figura 9 ilustra ejemplos de datos sobre la inhibicion de GNAQ/11 por ADCs
anti-PMEL17-(B1) y anti-PMEL17-(B2) en células de melanoma uveal. Los niveles de IP1 (nM)
se presentan como la media de 3 réplicas independientes.

[0036] Las Figuras 10A-10D ilustran ejemplos de datos sobre la actividad de union de
los anticuerpos anti-PMEL17 a plaquetas intactas y células de melanoma uveal.

[0037] Las Figuras 11A-11C ilustran ejemplos de datos sobre el impacto del
Compuesto (Al) y los ADCs anti-PMEL17-(B1) en la agregacién de plaquetas humanas.
[0038] Las Figuras 12A-12E ilustran ejemplos de datos sobre la actividad antitumoral
in vivo de ADCs anti-PMEL17-(B1). G1-(B1) inhibi6 el crecimiento tumoral de una manera
dependiente de la dosis (Figura 12A). Los valores son media + SEM; tamafio de la muestra,
(n=5-12 ratones por grupo). El volumen inicial del tumor al dia 0 fue de aproximadamente 200-
250 mm3. No se observé pérdida de peso corporal hasta 14 dias después del tratamiento
(Figura 12B). Los valores son media + SEM; tamafio de la muestra, (n=4 ratones por grupo). El
tratamiento con G1-(B1) dio como resultado la inhibicion de la sefializacién de GNAQ y la
inhibicion de la proliferacion de células tumorales segun lo indicado por niveles reducidos de
pPERK y Ki67, respectivamente (Figura 12C). Ademas, G1-(B1) indujo la apoptosis celular en
comparacion con ratones tratados con vehiculo e isotipo 3207-(B1) de control, lo cual se
correlacion6 con la acumulacion de células tumorales de ADC G1-(B1) segun lo detectado por

marcado con IgG (Figura 12C). No se observaron cambios en los niveles de MITF y PMEL17
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luego de la inhibicion de GNAQ (Figura 12C). No se observo inhibicion de la agregacién
plaquetaria en ratones tratados con G1-(B1) durante hasta 7 dias (Figuras 12D & E).

[0039] Las Figuras 13A-13C ilustran ejemplos de datos sobre el efecto de ADC G1-
(B1) en un modelo de ratdbn con metastasis hepética y pulmonar de melanoma uveal. Se
presentan imagenes individuales de cada raton al dia 45 luego de una inyeccion i.v. de células
92.1 marcadas con luciferasa (justo antes del inicio del tratamiento) y 12 dias después del
tratamiento (Figuras 13A y 13B); tamafio de la muestra, (n=6 ratones por grupo). La BLlI inicial
para metastasis de higado al dia 0 fue de aproximadamente 2.8 *109 p/seg/cm2. Los tumores
de pulmén (sefial de bioluminiscencia) en la Figura 13B se indican con una flecha negra. La
modulacion del peso corporal correspondiente (% vs dia 15) se evalud 2-3 veces por semana
antes y después del tratamiento con G1- (B1) 20 mg/kg (circulos grises). Los valores en la
Figura 13C son media + SEM; tamafio de la muestra, (n=5-6 ratones por grupo). El peso
corporal inicial al dia 15 fue de aproximadamente 21 g.

[0040] Las Figuras 14A-14E ilustran ejemplos de datos sobre las propiedades de PK de
los ADCs G1-(B1). EI perfil farmacocinético (niveles totales de IgG) de G1-(B1) mostré un
aumento levemente sobre proporcional de la exposicion con dosis de entre 7,5 y 30 mg/kg en
ratones desnudos (Figura 14A). En ratones portadores de tumores, las concentraciones de carga
atil libre se midieron después de la dosis de G1-(B1) de unién al objetivo o control de isotipo
3207-(B1). Se pudo observar un aumento claro (> 4 veces) en la entrega al tumor de la carga
atil de Compuesto (A1) utilizando el ADC dirigido (Figura 14B). La conversién del Compuesto
(A1) (circulos abiertos) en su forma de anillo abierto Compuesto (A8) (circulos llenos) mientras
se conjugaba con el anticuerpo se mostroé in vivo en ratones (Figura 14C). Las exposiciones en
un estudio de eficacia in vivo, comparando dos formatos diferentes de DAR2 con el formato DAR4
de G1-(B1) y con el formato DAR4 Fc-silent, mostraron el aclaramiento mas bajo para los ADC
DAR2 (E152C) y DAR4 Fc-silent, mientras que la exposicion a DAR2 (S375C) disminuye mas
rapido (Figura 14D). La Figura 14E ilustra la concentracién de los conjugados DAR4 Fc-silent
3207 (anticuerpo de control de isotipo)-(B1) DAR4 (E152C, S375C) y 3207 (anticuerpo de control
de isotipo)-(B1) DAR4 en el tiempo.

[0041] Las Figuras 15A-15C ilustran ejemplos de datos sobre la estabilidad in vitro de
ADCs anti-PMEL17-GNAQ/11i en tampon, raton, rata y plasma humano y sobre la estabilidad
in vivo de ADCs anti-PMEL17-GNAQ/11i en raton.

[0042] Las Figuras 16A-16B ilustran ejemplos de datos sobre la eficacia in vivo de G1-
E152C-DAR2-(B1), G1-S375C-DAR2-(B1), G1-(B1) Fc-silent en un modelo de xenoinjerto de
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melanoma uveal. Los valores representan la media + SEM; tamafio de la muestra, (n=5-6

ratones por grupo). El volumen inicial del tumor al dia 0 fue de aproximadamente 300-325 mm?,

[0043] Las Figuras 17A-17B ilustran ejemplos de datos sobre la actividad in vitro anti
melanoma uveal de ADCs anti-PMEL17-(B1). Los datos se presentan como la media de tres
réplicas independientes y en relaciéon con células tratadas con PBS (control).

[0044] La Figura 18 ilustra ejemplos de datos sobre la actividad antitumoral in vivo de
ADCs anti-PMEL17-(B1).

[0045] La Figura 19A-19B ilustra ejemplos de datos sobre un andlisis

inmunohistoquimico de biopsias tumorales de pacientes con melanoma uveal metastasico.

[0046] Las Figuras 20A-20C muestra datos de ejemplos de sensorgramas para
evaluar el agrupamiento de epitopos de anticuerpos anti-PMEL. La Figura 20A ilustra las
etapas de union. La Figura 20B muestra el sensorgrama cuando el anticuerpo G1 3J LC se
inmoviliza primero y se fluye sobre 17A9. La Figura 20C muestra el sensorgrama cuando 17A9
primero se inmoviliza y fluye G1 3J LC. En ambos casos, la unién se observa cuando fluye el
segundo anticuerpo, lo que sugiere que G1 3J LC y 17A9 se unen a diferentes epitopos de
PMEL humana.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones
[0047] Salvo indicacién en contrario, los siguientes términos y frases, tal como se usan

en la presente, tienen los siguientes significados:

[0048] El término "alquilo” se refiere a una cadena de hidrocarburo saturado
monovalente que tiene el nUmero especificado de atomos de carbono. Por ejemplo, alquilo C;-
Cs se refiere a un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono. Los grupos alquilo
pueden ser lineales o ramificados. Los grupos alquilo ramificados representativos tienen una,
dos o tres ramas. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo,
propilo (n-propilo e isopropilo), butilo (n-butilo, isobutilo, sec-butilo y t-butilo), pentilo (n-pentilo,
isopentilo y neopentilo) y hexilo.

[0049] "Escindible", de acuerdo con la presente, se refiere a un grupo de enlace o
componente enlazador que conecta dos restos mediante conexiones covalentes, pero que se
rompe para cortar la conexién covalente entre los restos en condiciones fisiol6gicamente

relevantes, tipicamente un grupo de enlace escindible se corta in vivo mas rapidamente en un
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entorno intracelular que cuando esta fuera de una célula, lo que hace que la liberacion de la
carga util ocurra preferentemente dentro de una célula objetivo. La escision puede ser
enzimética o no enzimatica, pero generalmente libera una carga util de un anticuerpo sin
degradar el anticuerpo. La escision puede dejar una parte de un grupo de enlace o componente
enlazador conectado a la carga util, o puede liberar la carga sin ningun residuo del grupo de
enlace.

[0050] “No-escindible” de acuerdo con la presente se refiere a un grupo de enlace o
componente enlazador que no es especialmente susceptible a descomponerse en condiciones
fisiologicas, por ejemplo, es al menos tan estable como el anticuerpo o la porcién del fragmento
de unién a antigeno del conjugado. Dichos grupos de enlace a veces se denominan "estables”,
lo que significa que son lo suficientemente resistentes a la degradacién para mantener la carga
til conectada al anticuerpo o al fragmento de unién a antigeno hasta que el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno se degrada al menos parcialmente en si mismo, es decir, la
degradacién del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno precede a la escision del grupo de
enlace in vivo. La degradacion de la porcion de anticuerpo de un ADC que tiene un grupo de
enlace estable 0 no escindible puede dejar parte o todo el grupo de enlace, por ejemplo, uno o
mas grupos de aminoé&cidos de un anticuerpo, unidos a la carga util o al resto del farmaco que
se administra en vivo.

[0051] El término “anticuerpo” de acuerdo con la presente se refiere a un polipéptido de
la familia de inmunoglobulinas que es capaz de unirse a un antigeno correspondiente de
manera no covalente, reversible y especifica. Por ejemplo, un anticuerpo IgG natural es un
tetrdmero que comprende por lo menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada estd compuesta de una region
variable de cadena pesada (abreviada en la presente VH) y una regién constante de cadena
pesada. La regidn constante de cadena pesada esta compuesta por tres dominios, CH1, CH2
y CH3. Cada cadena ligera esta compuesta de una region variable de cadena ligera (abreviada
como VL) y una regién constante de cadena ligera. La region constante de cadena ligera esta
compuesta por un dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden subdividirse ademas en regiones
de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR).
Cada VH y VL se compone de tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el terminal amino al
terminal carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las
regiones variables de cadena pesada y ligera contienen un dominio de unioén que interactia con

un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la
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inmunoglobulina a tejidos o factores huésped, incluidas varias células del sistema inmunitario
(por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clqg) del sistema de complemento
clasico.

[0052] El término “anticuerpo” incluye, aungque no se limita a, anticuerpos
monoclonales, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos quimeéricos y
anticuerpos antiidiotipicos (anti-ld) (incluidos, por ejemplo, anticuerpos anti-ld para anticuerpos
de la invencion). Los anticuerpos pueden ser de cualquier isotipo/clase (por ejemplo, 1gG, IgE,
IgM, IgD, IgA e IgY), o subclase (por ejemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgAl e IgA2).

[0053] Los "dominios determinantes de la complementariedad" o "regiones
determinantes de la complementariedad" ("CDR") se refieren indistintamente a las regiones
hipervariables de VL y VH. Las CDRs son el sitio de unién a proteinas blanco de las cadenas
de anticuerpos que albergan especificidad para dicha proteina blanco. Hay tres CDR (CDR1-3,
numeradas secuencialmente desde el N-terminal) en cada VL o VH humana, que constituyen
aproximadamente 15-20% de los dominios variables. Las CDRs son estructuralmente
complementarias al epitopo de la proteina blanco y por lo tanto son directamente responsables
de la especificidad de unién. Los tramos restantes de la VL o VH, las denominadas regiones
marco, exhiben menos variacion en la secuencia de aminoacidos (Kuby, Immunology, 4th ed.,
Chapter 4. W.H. Freeman & Co., New York, 2000).

[0054] Las posiciones de las CDR y las regiones marco se pueden determinar
utilizando varias definiciones bien conocidas en la técnica, por ejemplo, Kabat, Chothia,
international ImMunoGeneTics database (IMGT) (en internet véase www.imgt.org/), y AbM
(véase, por ejemplo, Johnson et al., Nucleic Acids Res., 29:205-206 (2001); Chothia and Lesk,
J. Mol. Biol., 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature, 342:877-883 (1989); Chothia et al., J.
Mol. Biol., 227:799-817 (1992); Al-Lazikani et al., J.Mol.Biol., 273:927-748 (1997)). Las
definiciones de los sitios de combinacion de antigenos también estan descriptas en: Ruiz et al.,
Nucleic Acids Res., 28:219-221 (2000); y Lefranc, M.P., Nucleic Acids Res., 29:207-209
(2001); MacCallum et al., J. Mol. Biol., 262:732-745 (1996); y Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 86:9268-9272 (1989); Martin et al., Methods Enzymol., 203:121-153 (1991); y Rees et
al., In Sternberg M.J.E. (ed.), Protein Structure Prediction, Oxford University Press, Oxford,
141-172 (1996).

[0055] Las cadenas ligeras y pesadas se dividen en regiones de homologia estructural
y funcional. Los términos "constante" y "variable" se utilizan funcionalmente. A este respecto,
se advertird que los dominios variables de las porciones de cadena ligera (VL) y pesada (VH)

determinan el reconocimiento y especificidad del antigeno. Reciprocamente, los dominios
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constantes de la cadena ligera (CL) y la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) confieren
propiedades bioldgicas importantes tales como secrecion, movilidad transplacentaria, union al
receptor de Fc, union de complemento y similares. Por convencion, la numeracion de los
dominios de la region constante aumenta a medida que se vuelven mas distales del sitio de
unién al antigeno o del terminal amino del anticuerpo. El N-terminal es una regién variable y en
el C-terminal es una regién constante; los dominios CH3 y CL en realidad comprenden los
dominios carboxi-terminales de la cadena pesada y ligera, respectivamente.

[0056] El término “fragmento de unidon a antigeno”, de acuerdo con la presente, se
refiere a una 0 mas porciones de un anticuerpo que retienen la capacidad de interactuar
especificamente (por ejemplo, mediante unién, impedimento estérico,
estabilizacion/desestabilizacion, distribucién espacial) con un epitopo de un antigeno. Los
ejemplos de fragmentos de unién incluyen, pero no se limitan a, Fvs de cadena sencilla (scFv),
anticuerpos de camélidos, Fvs unidos por disulfuro (sdFv), fragmentos Fab, fragmentos F(ab"),
un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; un fragmento
F(ab)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la regién bisagra; un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; un
fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo; un
fragmento dAb (Ward et al., Nature 341:544-546, 1989), que consiste en un dominio VH; y una
region determinante de complementariedad aislada (CDR) u otros fragmentos de unién a
epitopo de un anticuerpo.

[0057] Ademas, si bien los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, son codificados
por genes separados, pueden unirse, mediante métodos recombinantes, por un conector
sintético que les permite constituirse como una cadena de proteinas Unica en la que las
regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de
cadena sencilla (“scFVv”); véase, por ejemplo, Bird et al., Science 242:423-426, 1988; y Huston
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-5883, 1988). Dichos anticuerpos de cadena sencilla
también caen dentro del alcance del término “fragmento de unién a antigeno.” Estos
fragmentos de union a antigeno se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los
expertos en la técnica, y los fragmentos se seleccionan por su utilidad de la misma manera que
los anticuerpos intactos.

[0058] Los fragmentos de unién a antigeno también se pueden incorporar en
anticuerpos de dominio Unico, maxicuerpos, minicuerpos, anticuerpos de dominio unico,
intracuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv (véase, por ejemplo,

Hollinger and Hudson, Nature Biotechnology 23:1126-1136, 2005). Los fragmentos de union a
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antigeno pueden injertarse en andamios basados en polipéptidos tales como fibronectina tipo Il
(Fn3) (véase Patente Estadounidense Nro. 6,703,199, que describe los monocuerpos de
polipéptidos de fibronectina).

[0059] Los fragmentos de unién a antigeno pueden incorporarse en moléculas de
cadena Unica que comprenden un par de segmentos Fv en tandem (VH-CH1-VH-CH1) que,
junto con polipéptidos de cadena ligera complementarios, forman un par de regiones de union a
antigeno (Zapata et al., Protein Eng. 8:1057-1062, 1995; y Patente Estadounidense Nro.
5,641,870).

[0060] El término “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo monoclonal” de
acuerdo con la presente se refiere a polipéptidos, incluidos anticuerpos y fragmentos de union a
antigeno que tienen una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica o derivan de la
misma fuente genética. Este término también incluye preparaciones de moléculas de
anticuerpos de composicion molecular Gnica. Una composicion de anticuerpo monoclonal
muestra una especificidad y afinidad de unidn Gnica para un epitopo particular.

[0061] El término “anticuerpo”, de acuerdo con la presente, incluye anticuerpos que
tienen regiones variables en las que tanto la region marco como las CDR se derivan de
secuencias de origen humano. Ademas, si un anticuerpo contiene una region constante, la
region constante también se deriva de tales secuencias humanas, por ejemplo, secuencias de
linea germinal humana, o versiones mutadas de secuencias de linea germinal humana o
secuencias marco consensuadas que contienen anticuerpo derivadas del analisis de
secuencias marco humanas, por ejemplo, segun lo descripto en Knappik et al., J. Mol. Biol.
296:57-86, 2000). Ademas se incluyen anticuerpos derivados de secuencias humanas en
donde una o mas CDRs se han mutado con fines de maduracién de afinidad o conjugacion de
preparacion/carga til. Véase, Kilpatrick et al., “Rapid development of affinity matured
monoclonal antibodies using RIMMS,” Hybridoma. 1997 Aug;16(4):381-9.

[0062] Los anticuerpos humanos de la invencién pueden incluir los residuos de
aminodcidos no codificados por secuencias humanas (por ejemplo, mutaciones introducidas
por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacion somética in vivo, o una
sustitucion conservadora para promover la estabilidad o la preparacion).

[0063] El término “reconocer” de acuerdo con la presente se refiere a un anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo que encuentra e interactia (por ejemplo, se une) a su
epitopo, ya sea que el epitopo sea lineal o conformacional. El término "epitopo"” se refiere a un
sitio en un antigeno al que se une especificamente un anticuerpo o fragmento de unién a

antigeno de la invencion. Los epitopos se pueden formar tanto a partir de aminoacidos
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contiguos como de aminoé&cidos no contiguos yuxtapuestos mediante el plegamiento terciario
de una proteina. Los epitopos formados a partir de amino&cidos contiguos tipicamente se
retienen ante la exposicion a disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos
formados por plegamiento terciario se pierden tipicamente en el tratamiento con disolventes
desnaturalizantes. Un epitopo tipicamente incluye por lo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 o0 15 aminoacidos en una conformacion espacial Unica. Los métodos para determinar la
conformacion espacial de los epitopos incluyen técnicas disponibles en el arte, por ejemplo,
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional (véase, por ejemplo,
Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).
[0064] El término “afinidad” de acuerdo con la presente se refiere a la fuerza de la
interaccion entre el anticuerpo y el antigeno en sitios antigénicos Unicos. Dentro de cada sitio
antigénico, la region variable del "brazo" del anticuerpo interactia a través de fuerzas no
covalentes débiles con el antigeno en numerosos sitios; cuantas mas interacciones, mas fuerte
es la afinidad.

[0065] El término "anticuerpo aislado" se refiere a un anticuerpo que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas.
Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a un antigeno puede tener
reactividad cruzada con otros antigenos. Por otra parte, un anticuerpo aislado puede estar
sustancialmente libre de otros materiales celulares y/o quimicos.

[0066] El término "secuencia de linea germinal humana correspondiente” se refiere a
una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia o subsecuencia de aminoacidos
de la regién variable humana que comparte la identidad de secuencia de aminoacidos
determinada mas alta con una secuencia o subsecuencia de aminoacidos de la regién variable
de referencia en comparacion con todas las demas secuencias de aminoacidos de la region
variable conocidas codificadas por las secuencias de la regién variable de la inmunoglobulina
de la linea germinal humana. La secuencia de linea germinal humana correspondiente también
puede referirse una secuencia o subsecuencia de aminoacidos de la region variable humana
con la mas alta identidad de secuencia de amino&cidos con una secuencia 0 subsecuencia de
aminoacidos de la region variable de referencia en comparacion con todas las otras secuencias
de aminoécidos de la region variable evaluada. La secuencia de linea germinal humana
correspondiente puede ser solo regiones marco, solo regiones determinantes complementarias,
regiones determinantes marco y complementarias, un segmento variable (segun se ha definido)
u otras combinaciones de secuencias o0 subsecuencias que comprenden una regién variable.

La identidad de secuencia se puede determinar usando los métodos descriptos en la presente,
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por ejemplo, alineando dos secuencias usando BLAST, ALIGN u otro algoritmo de alineacién
conocido en la técnica. La secuencia de aminoacidos o &cido nucleico de la linea germinal
humana correspondiente puede tener al menos aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o0 100% de identidad de secuencia con referencia a la secuencia
de aminoé&cidos o acido nucleico de la region variable. Las correspondientes secuencias de la
linea germinal humana se pueden determinar, por ejemplo, a través de la base de datos
internacional ImMunoGeneTics de acceso publico (IMGT) (véase en Internet en www.imgt.org/)
y V-base (véase en Internet en vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk).

[0067] La frase "se une especificamente" o0 "se une selectivamente" cuando se usa en
el contexto de la descripcion de la interaccion entre un antigeno (por ejemplo, una proteina) y
un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, o agente de unién derivado de anticuerpo, se refiere a
una reaccion de union que es determinante de la presencia del antigeno en una poblacion
heterogénea de proteinas y otros productos biologicos, por ejemplo, en una muestra biol6gica,
por ejemplo, una muestra de sangre, suero, plasma o tejido. Asi, bajo ciertas condiciones de
inmunoensayo designadas, los anticuerpos o agentes de unién con una especificidad de union
particular se unen a un antigeno particular por lo menos dos veces el fondo y no se unen
sustancialmente en una cantidad significativa a otros antigenos presentes en la muestra. En
una forma de realizacion, bajo condiciones especificas, el anticuerpo o agente de unién con
una especificidad de unién particular, se une a un antigeno particular al menos diez (10) veces
el fondo y no se une sustancialmente en un grado significativo a otros antigenos presentes en
la muestra. La union especifica a un anticuerpo o agente de union en tales condiciones puede
requerir que el anticuerpo o agente se haya seleccionado por su especificidad para una
proteina particular. Segun se desee o sea apropiado, esta seleccion se puede lograr
sustrayendo los anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con moléculas de otras especies
(por ejemplo, ratén o rata) u otros subtipos. Alternativamente, en algunas formas de realizacion,
se seleccionan anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con
ciertas moléculas deseadas.

[0068] Se puede usar una variedad de formatos de inmunoensayo para seleccionar
anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina particular. Por ejemplo, los
inmunoensayos ELISA en fase solida se usan de manera rutinaria para seleccionar anticuerpos
especificamente inmunorreactivos con una proteina (véase, por ejemplo, Harlow & Lane, Using
Antibodies, A Laboratory Manual (1998), para una descripcion de los formatos y condiciones de

inmunoensayo que pueden usarse para determinar la inmunoreactividad especifica).
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Tipicamente, una reaccion de union especifica o selectiva producira una sefial por lo menos el
doble de la sefial de fondo y mas comunmente por lo menos de 10 a 100 veces sobre el fondo.
[0069] El término “constante de disociacion de equilibrio (Ko, M)” se refiere a la
constante de velocidad de disociacion (kq, tiempo™) dividida por la constante de tasa de
asociacion (ka, tiempo™, M?). Las constantes de disociacion de equilibrio se pueden medir
utilizando cualquier método conocido en la técnica. Los anticuerpos de la presente invencion
en general tienen una constante de disociacion de equilibrio de menos de aproximadamente 10
"0 108 M, por ejemplo, menos de aproximadamente 10° M o 10*° M, en algunas formas de
realizaciéon, menos de aproximadamente 10t M, 102 M o 1013 M.

[0070] El término "biodisponibilidad" se refiere a la disponibilidad sistémica (es decir,
niveles en sangre/plasma) de una cantidad dada de farmaco administrada a un paciente. La
biodisponibilidad es un término absoluto que indica la medicién tanto del tiempo (velocidad)
como de la cantidad total (grado) del medicamento que alcanza la circulacién general a partir
de una forma de dosificacion administrada.

[0071] De acuerdo con la presente, la frase “que consiste esencialmente de” se refiere
a los géneros o especies de agentes farmacéuticos activos incluidos en un método o
composicion, asi como todo portador o excipientes inactivos a los fines previstos de los
meétodos o composiciones. En algunas formas de realizacion, la frase “que consiste
esencialmente de” excluye expresamente la inclusidon de uno o mas agentes activos adicionales
distintos de un conjugado de anticuerpo farmaco de la invencién. En algunas formas de
realizacion, la frase “que consiste esencialmente de” excluye expresamente la inclusién de uno
0 mas agentes activos adicionales distintos de un conjugado de anticuerpo farmaco de la
invencion y un segundo agente coadministrado.

[0072] El término "aminoacido" se refiere a aminoacidos naturales y sintéticos, y
aminodacidos no naturales, asi como a analogos de aminoacidos y miméticos de aminoacidos
gue funcionan de manera similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos naturales son
los codificados por el codigo genético, asi como los aminoacidos que son modificados
posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los analogos
de aminoécidos se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que
un aminoacido natural, es decir, un carbono a que esta unido a un hidrégeno, un grupo
carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo, homoserina , norleucina, metionina
sulféxido, metionina metil sulfonio. Tales andlogos tienen grupos R modificados (por ejemplo,
norleucina) o esqueletos de péptidos modificados, pero conservan la misma estructura quimica

basica que un aminoéacido natural. Los miméticos de aminoacidos se refieren a compuestos
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guimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un
aminoécido, pero que funciona de manera similar a un aminoacido natural.

[0073] El término "variante conservadoramente modificada" se aplican tanto a las
secuencias de aminoacidos como a las de &cidos nucleicos. Con respecto a las secuencias
particulares de acido nucleico, las variantes modificadas conservadoramente se refieren a
aguellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente
idénticas, o donde el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, en secuencias
esencialmente idénticas. A causa de la degeneracion del cédigo genético, una gran cantidad
de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo,
los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican el aminoacido alanina. Por lo tanto, en cada
posicién en la que un coddn especifica una alanina, el codon se puede alterar a cualquiera de
los codones correspondientes descriptos sin alterar el polipéptido codificado. Estas variaciones
de acido nucleico son "variaciones silenciosas", que son una especie de variaciones
conservadoramente modificadas. Cada secuencia de acido nucleico en la presente que codifica
un polipéptido también describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico. El experto
en la técnica reconocera que cada codon en un &acido nucleico (excepto AUG, que
normalmente es el Unico codon para la metionina, y TGG, que normalmente es el tnico codén
para el triptéfano) puede modificarse para producir una molécula funcionalmente idéntica. En
consecuencia, cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta
implicita en cada secuencia descripta.

[0074] En cuanto a las secuencias de polipéptidos, las "variantes conservativamente
modificadas" incluyen sustituciones, deleciones o adiciones individuales a una secuencia de
polipéptidos que dan como resultado la sustitucién de un aminoacido por un aminoéacido
guimicamente similar. Las tablas de sustituciones conservadoras que proporcionan
amino&cidos funcionalmente similares son bien conocidas en la técnica. Dichas variantes
conservadoramente modificadas son adicionales y no excluyen variantes polimérficas,
homologos entre especies y alelos de la invencién. Los siguientes ocho grupos contienen
aminoéacidos que son sustituciones conservadoras entre si.: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido
aspartico (D), Acido glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K);
5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y),
Triptéfano (W); 7) Serina (S), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina (M) (véase, por ejemplo,
Creighton, Proteins (1984)). En algunas formas de realizacion, el término "modificaciones de

secuencia conservadoras" se utiliza para referirse a modificaciones de aminoacidos que no
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afectan o alteran significativamente las caracteristicas de unién del anticuerpo que contiene la
secuencia de aminoacidos.

[0075] El término “optimizada” de acuerdo con la presente se refiere a una secuencia
de nucledtidos que ha sido alterada para codificar una secuencia de aminoécidos usando
codones que se prefieren en la célula u organismo de produccién, generalmente una célula
eucariota, por ejemplo, una célula de levadura, una célula de Pichia, una célula fungica, una
célula de Trichoderma, un Célula de ovario de hamster chino (CHO) o una célula humana. La
secuencia de nucleétidos optimizada esta disefada para retener completamente o en la mayor
medida posible la secuencia de aminoacidos originalmente codificada por la secuencia de
nucledtidos inicial, que también se conoce como secuencia "parental”.

[0076] Los términos "porcentualmente idéntico" o “identidad” porcentual, en el contexto
de dos 0 més acidos nucleicos o secuencias de polipéptidos, se refieren al grado en el que dos
0 Mas secuencias o0 subsecuencias son las mismas secuencias. Dos secuencias son
"idénticas" si tienen la misma secuencia de aminoacidos o nucleétidos sobre la regién que se
compara. Dos secuencias son "sustancialmente idénticas" si dos secuencias tienen un
porcentaje especifico de los residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales (es decir,
60% de identidad, opcionalmente 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90 %, 95%, 0 99% de identidad
sobre una region especificada, o, cuando no se especifica, sobre toda la secuencia), cuando se
compara y se alinea para la correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion, o
regiéon designada, medida con uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencia o
por alineacion manual e inspeccidn visual. Opcionalmente, la identidad existe sobre una region
gue tiene por lo menos aproximadamente 30 nucledtidos (o 10 aminoacidos) de longitud, o con
mayor preferencia sobre una region que tiene 100 a 500 o 1000 o mas nucledétidos (o 20, 50,
200 0 més aminoécidos) de longitud.

[0077] Para la comparacion de secuencias, tipicamente una secuencia actia como una
secuencia de referencia, contra la cual se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa
un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias de prueba y referencia se ingresan
en una computadora, se designan las coordenadas de subsecuencia, de ser necesario, y se
designan los pardmetros del programa del algoritmo de secuencia. Se pueden usar los
parametros por omision del programa o se pueden designar parametros alternativos. El
algoritmo de comparacion de secuencias luego calcula el porcentaje de identidades de
secuencia para las secuencias de prueba en relacién con la secuencia de referencia, en

funcién de los pardmetros del programa.
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[0078] Una “ventana de comparacion,” de acuerdo con la presente, incluye referencia a
un segmento de cualquiera de las posiciones contiguas seleccionadas del grupo integrado por
20 a 600, usualmente aproximadamente 50 a aproximadamente 200, m4s usualmente
aproximadamente 100 a aproximadamente 150 donde una secuencia puede compararse con
una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones contiguas una vez que las dos
secuencias estén alineadas de manera 6ptima. Los métodos de alineacion de secuencias para
comparacion son bien conocidos en la técnica. La alineacion 6ptima de secuencias con fines de
comparacion se puede realizar, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith
and Waterman (1970) Adv. Appl. Math. 2:482¢ (1970), mediante el algoritmo de alineacién de
homologia de Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, mediante la blusqueda del
método de similitud de Pearson and Lipman (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444,
mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y
TFASTA en el Paquete de Software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575
Science Dr., Madison, WI), o por alineacién manual e inspeccion visual (véase, por ejemplo,
Brent et al., Current Protocols in Molecular Biology, 2003).

[0079] Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje
de identidad de secuencia y la similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0,
descriptos en Altschul et al. (1977) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402, y Altschul et al. J. Mol. Biol.
215:403-410, 1990, respectivamente. El software para realizar analisis BLAST es publico y se
puede acceder al mismo a través del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica. Este
algoritmo implica en primer término identificar pares de secuencias de alta puntuacion (HSP)
mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que
coinciden o satisfacen una puntuacién umbral de valor positivo T cuando se alinean con una
palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. T se denomina umbral de
puntuacion de palabras vecinas (Altschul et al., Supra). Estas coincidencias iniciales de
palabras vecinas actllan como semillas para iniciar blsquedas para encontrar HSP mas largos
gue las contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo
de cada secuencia hasta que se pueda aumentar la puntuacion de alineacion acumulativa. Las
puntuaciones acumulativas se calculan utilizando, para secuencias de nucleétidos, los
parametros M (puntuacién de recompensa para un par de residuos coincidentes; siempre> 0) y
N (puntuacion de penalizacion para residuos que no coinciden; siempre <0). Para las
secuencias de aminoécidos, se usa una matriz de puntuacion para calcular la puntuacién
acumulativa. La extension de las coincidencias de palabras en cada direccion se detiene

cuando: la puntuacion de alineacion acumulativa cae por la cantidad X de su valor maximo
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alcanzado; la puntuaciéon acumulativa va a cero o menos, debido a la acumulacién de uno o
mas alineamientos de residuos con puntuacién negativa; o se alcanza el final de cualquiera de
las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la
velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias de nucledétidos) utiliza por
defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una
comparacion de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP
usa por defecto una longitud de palabra de 3 y una expectativa (E) de 10, y la matriz de
puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff and Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
10915) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparacion de ambas
cadenas.

[0080] El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre
dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin and Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-
5787, 1993). Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la
probabilidad de suma mas pequefia (P (N)), que provee una indicacién de la probabilidad de
gue se produzca una coincidencia entre dos secuencias de nucle6tidos o aminoacidos por
casualidad. Por ejemplo, un &cido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia
si la probabilidad de suma mas pequefia en una comparacion del &cido nucleico de prueba con
el 4cido nucleico de referencia es de menos de aproximadamente 0,2, con mayor preferencia
menos de aproximadamente 0,01, y con aun mayor preferencia menos de aproximadamente
0,001.

[0081] El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos también se
puede determinar usando el algoritmo de E. Meyers and W. Miller, Comput. Appl. Biosci. 4: 11-
17 (1988) que se ha incorporado al programa ALIGN (version 2.0), utilizando una tabla de
residuos de peso PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una penalizacion de
hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos aminoacidos las secuencias se
pueden determinar usando el algoritmo de Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 444-453
(1970) que se ha incorporado al programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en
www.gcg.com), utilizando una matriz BLOSUM®62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de
16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6.

[0082] Ademas del porcentaje de identidad de secuencia sefialado anteriormente, otra
indicacion de que dos secuencias de &cido nucleico o polipéptidos son sustancialmente
idénticas es que el polipéptido codificado por el primer acido nucleico es reactivo
inmunolégicamente de forma cruzada con los anticuerpos generados contra el polipéptido

codificado por el segundo acido nucleico, segun se describe a continuacion. Por lo tanto, un
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polipéptido es tipicamente sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo,
donde los dos péptidos difieren solo por sustituciones conservadoras. Otra indicacion de que
dos secuencias de &cido nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas o
sus complementos se hibridan entre si en condiciones astringentes, conforme se describe a
continuacion. Otra indicacion mas de que dos secuencias de &cido nucleico son
sustancialmente idénticas es que pueden usarse los mismos cebadores para amplificar la
secuencia.

[0083] El término "acido nucleico” se usa en la presente de manera indistinta con el
término "polinucledtido” y se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos y sus polimeros
en forma monocatenaria o bicatenaria. El término abarca acidos nucleicos que contienen
analogos de nucledétidos conocidos o residuos o enlaces de esqueleto modificado, que son
sintéticos, naturales y no naturales, que tienen propiedades de unién similares al acido nucleico
de referencia, y que se metabolizan de manera similar a los nucleétidos de referencia. Los
ejemplos de tales analogos incluyen, sin limitacion, fosforotioatos, fosforamidatos,
metilfosfonatos, quiral-metilfosfonatos, 2-O-metil ribonucleétidos, acidos péptido-nucleicos
(PNAS).

[0084] Salvo indicacién en contrario, una secuencia de acido nucleico en particular
también abarca implicitamente variantes modificadas conservadoramente de la misma (por
ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias, asi como la
secuencia indicada explicitamente. Especificamente, segln se expone a continuacion, las
sustituciones de codones degenerados pueden lograrse generando secuencias en las que la
tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o todos) es sustituida por residuos de
base mixta y/o desoxiinosina (Batzer et al., (1991) Nucleic Acid Res. 19:5081; Ohtsuka et al.,
(1985) J. Biol. Chem. 260:2605-2608; y Rossolini et al., (1994) Mol. Cell. Probes 8:91-98).
[0085] El término "operativamente unido" en el contexto de los 4cidos nucleicos se
refiere a una relacién funcional entre dos o mas segmentos de polinucle6tidos (por ejemplo,
ADN). Tipicamente, se refiere a la relacién funcional de una secuencia reguladora
transcripcional con una secuencia transcripta. Por ejemplo, una secuencia promotora o
potenciadora esta operativamente unida a una secuencia codificante si estimula o modula la
transcripcion de la secuencia codificante en una célula huésped apropiada u otro sistema de
expresion. En general, las secuencias reguladoras transcripcionales promotoras que estan
operativamente unidas a una secuencia transcripta estan fisicamente contiguas a la secuencia

transcripta, es decir, actian en cis. Sin embargo, algunas secuencias reguladoras de la
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transcripcion, como los potenciadores, no necesitan estar fisicamente contiguas o ubicadas
cerca de las secuencias de codificacion cuya transcripcion mejoran.

[0086] Los términos "polipéptido" y "proteina” se usan indistintamente en la presente
para referirse a un polimero de residuos de aminoéacidos. Los términos se aplican a los
polimeros de amino&cidos en los que uno o mas residuos de aminoécidos es un mimético
guimico artificial de un aminoacido natural correspondiente, asi como a los polimeros de
aminodcidos naturales y a los polimeros de aminoacidos no naturales. Salvo indicacién en
contrario, una secuencia de polipéptidos en particular también abarca implicitamente variantes
conservadoramente modificadas de la misma.

[0087] El término “conjugado de anticuerpo farmaco” o “inmunoconjugado” de acuerdo
con la presente se refiere al enlace de un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del
mismo con otro agente, como un agente guimioterapéutico, una toxina, un agente
inmunoterapéutico, una sonda de imagen y similares. El enlace puede estar constituido por
enlaces covalentes o interacciones no covalentes, como a través de fuerzas electrostaticas. Se
pueden emplear varios enlazadores, conocidos en la técnica, para formar el conjugado de
anticuerpo farmaco. Ademas, el conjugado de anticuerpo farmaco puede proporcionarse en la
forma de una proteina de fusién que puede expresarse a partir de un polinucleétido que
codifica el inmunoconjugado. De acuerdo con la presente, "proteina de fusion" se refiere a
proteinas creadas a través de la union de dos o mas genes o fragmentos de genes que
originalmente codificaron proteinas separadas (incluidos péptidos y polipéptidos). La traduccién
del gen de fusion da como resultado una Unica proteina con propiedades funcionales derivadas
de cada una de las proteinas originales.

[0088] El término "sujeto" incluye animales humanos y no humanos. Los animales no
humanos incluyen todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, como
primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos, anfibios y reptiles. Excepto cuando se
indique, los términos "paciente” o "sujeto" en la presente se usan indistintamente.

[0089] El término "citotoxina", o "agente citotdxico" de acuerdo con la presente, se
refiere a cualquier agente que sea perjudicial para el crecimiento y la proliferacion de las
células y pueda actuar para reducir, inhibir o destruir una célula o malignidad.

[0090] El término "agente anticancerigeno” del acuerdo con el presente se refiere a
cualquier agente que pueda usarse para tratar o prevenir un trastorno proliferativo celular como
el cancer, que incluye pero no se limita a, agentes citotdxicos, agentes quimioterapéuticos,
radioterapia y agentes radioterapéuticos, agentes anticancerigenos dirigidos y agentes

inmunoterapéuticos.

38



[0091] El término "resto de farmaco" o "carga Util" de acuerdo con la presente se refiere
a una fraccion quimica que se conjuga con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la
invencioén, y puede incluir cualquier agente terapéutico o de diagndstico, por ejemplo, un agente
anticancerigeno, antiinflamatorio, antiinfeccioso (por ejemplo, antifingico, antibacteriano,
antiparasitario, antivirico) o anestésico. Por ejemplo, el resto de farmaco puede ser un agente
anticancerigeno, como una citotoxina. En ciertas formas de realizacién, un resto de farmaco es
un compuesto inhibidor diana. Ademas, una carga util puede ser una sonda biofisica, un
fluoréforo, una etiqueta espin, una sonda infrarroja, una sonda de afinidad, un quelante, una
sonda espectroscopica, una sonda radioactiva, una molécula lipidica, un polietilen glicol, un
polimero, una etiqueta espin, ADN, ARN, una proteina, un péptido, una superficie, un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una nanoparticula, un punto cuantico, un liposoma,
una particula de PLGA, un sacérido o un polisacarido.

[0092] En algunas formas de realizacion, el resto de farmaco o carga util es un inhibidor
de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNA11 (inhibidor de
GNAQ/GNAL11). En algunas formas de realizacién, un inhibidor de GNAQ/11 es una molécula
gue inhibe la produccion de IP3 mediada por GNAQ/11 y/o exhibe un efecto antiproliferativo de
respuesta a la dosis en células dependientes de la sefializacion de GNAQ/11 (es decir, células
de melanoma uveal GNAQ/11 mutantes). En algunas formas de realizacién, un inhibidor de
GNAQ/11 es un compuesto que estabiliza GNAQ/11 en el estado de uniéon a GDP inactivo e
impide la liberacion de GDP, o se une al estado de union a GDP activo e impide la interaccién
de GNAQ/11 con los efectores corriente abajo. En algunas formas de realizacion, un inhibidor
de GNAQ/11 funciona inhibiendo un GNAQ y/o GNA11 mutante, como aquél que comprende
una mutacion Q209L/P. Los métodos para unir tales restos de farmaco a un enlazador
compatible con el resto de direccionamiento se brindan en la presente descripcidn, junto con
los métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Singh et al., (2009) Therapeutic
Antibodies: Methods and Protocols, vol. 525, 445-457.

[0093] GNAQ (subunidad alfa de la proteina G de unién a nucleétidos de guanina G(q),
también conocida como CMC1, G-ALPHA-q, GAQ, SWS, y subunidad alfa de la proteina G q) y
GNAL11 (subunidad alfa 11 de la proteina de union a nucle6tidos de guanina, también conocida
como FBH, FBH2, FHH2, GNA-11, HHC2, HYPOC2, y subunidad alfa 11 de la proteina G) son
GTPasas estrechamente relacionadas que constituyen subunidades a de proteinas G
heterotriméricas que actlan corriente abajo de los receptores acoplados a la proteina G
(GPCR). Las subunidades a actuan como un interruptor para la activacion de las proteinas G al

intercambiar el difosfato de guanosina (GDP) por el trifosfato de guanosina (GTP), lo que lleva
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a la activacion de distintos efectores corriente abajo. La activacién es terminada por la actividad
intrinseca de la GTPasa, ya que la GTP se hidroliza a GDP (Van Raamsdonk et al., 2010, N
Engl J Med.; 363(23):2191-9). La activacion clasica de la cascada de proteinas Gq se produce
a través de la fosfolipasa C- (PLC-B), que hidroliza la fosfolipasa fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
para liberar dos segundos mensajeros potentes: D-mioinositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). Tras el aumento transitorio del Ca?* intracelular, IP3 se transforma
rapidamente en IP2, IP1, y mioinositol. Por otra parte, DAG activa la proteina quinasa C (PKC),
lo que conduce a una cascada de fosforilacion de RAF, MEK y ERK, que se transloca al nucleo
para regular la proliferacion y supervivencia celular. (Krantz et al., 2017, Clin Ophthalmol.;
11:279-289).

[0094] Las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos de GNAQ humana estan

publicadas en GenBank con los siguientes Numeros de Acceso:

[0095] NP_002063 (SEQ ID NO: 268)

1 mtlesimacc Iseeakearr indeierqlr rdkrdarrel kllligtges gkstfikgmr

61 iihgsgysde dkrgftklvy gniftamgam iramdtlkip ykyehnkaha qglvrevdvek
121 vsafenpyvd aikslwndpg igecydrrre yqlsdstkyy Indldrvadp aylptqgdvl
181 rvrvpttgii eypfdigsvi frmvdvggqr serrkwihcf envtsimflv alseydqviv
241 esdnenrmee skalfrtiit ypwfgnssvi Iflnkkdlle ekimyshlivd yfpeydgpqr
301 dagaarefil kmfvdinpds dkiiyshftc atdtenirfv faavkdtilg Inlkeynlv

[0096] NM_002072 (SEQ ID NO: 269)

1 agactatccg ctcccaccge geceececggec cacctggtgg ccececggecct ggecgecgec

61 cccgeggegg ttcccggagc tegtcccgga cgecgegeccg ggecggegggg getcggeggce
121 caccgctgec tcgggggage gagggcggga gggtgtgtgt gcgegetgtg agcaggggot
181 gccggegggg ctgcagecgga ggcactttgg aagaatgact ctggagtcca tcatggegtg
241 ctgcctgagc gaggaggcca aggaagcccg gcggatcaac gacgagatcg agcggcagct
301 ccgcagggac aagcgggacg cccgecggga getcaagctg ctgetgetcg ggacaggaga
361 gagtggcaag agtacgttta tcaagcagat gagaatcatc catgggtcag gatactctga

421 tgaagataaa aggggcttca ccaagctggt gtatcagaac atcttcacgg ccatgcaggc
481 catgatcaga gccatggaca cactcaagat cccatacaag tatgagcaca ataaggctca
541 tgcacaatta gttcgagaag ttgatgtgga gaaggtgtct gcttttgaga atccatatgt

601 agatgcaata aagagtttat ggaatgatcc tggaatccag gaatgctatg atagacgacg
661 agaatatcaa ttatctgact ctaccaaata ctatcttaat gacttggacc gcgtagctga

721 ccctgcectac ctgectacge aacaagatgt gettagagtt cgagtcccca ccacagggat

781 catcgaatac ccctttgact tacaaagtgt cattttcaga atggtcgatg tagggggcca

841 aaggtcagag agaagaaaat ggatacactg ctttgaaaat gtcacctcta tcatgtttct

901 agtagcgctt agtgaatatg atcaagttct cgtggagtca gacaatgaga accgaatgga

961 ggaaagcaag gctctcttta gaacaattat cacatacccc tggttccaga actcctcggt

1021 tattctgttc ttaaacaaga aagatcttct agaggagaaa atcatgtatt cccatctagt

1081 cgactacttc ccagaatatg atggacccca gagagatgcc caggcagccc gagaattcat
1141 tctgaagatg ttcgtggacc tgaacccaga cagtgacaaa attatctact cccacttcac
1201 gtgcgccaca gacaccgaga atatccgctt tgtctttgct gccgtcaagg acaccatcct
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1261 ccagttgaac ctgaaggagt acaatctggt ctaattgtgc ctcctagaca cccgcecctge
1321 ccttcectgg tgggctattg aagatacaca agagggactg tatttctgtg gaaaacaatt
1381 tgcataatac taatttattg ccgtcctgga ctctgtgtga gcgtgtccac agagtttgta
1441 gtaaatatta tgattttatt taaactattc agaggaaaaa cagaggatgc tgaagtacag
1501 tcccagcaca tttcctetct atcttttttt taggcaaaac cttgtgactc agtgtatttt

1561 aaattctcag tcatgcactc acaaagataa gacttgtttc tttctgtctc tctctctttt

1621 tcttttctat ggagcaaaac aaagctgatt tccctttttt cttccccegc taattcatac

1681 ctccctcctg atgtttttcc caggttacaa tggcctttat cctagttcca ttcttggtca

1741 agtttttctc tcaaatgata cagtcaggac acatcgttcg atttaagcca tcatcagctt
1801 aatttaagtt tgtagttttt gctgaaggat tatatgtatt aatacttacg gttttaaatg

1861 tgttgctttg gatacacaca tagtttcttt tttaatagaa tatactgtct tgtctcactt

1921 tggactggga cagtggatgc ccatctaaaa gttaagtgtc atttctttta gatgtttacc
1981 ttcagccata gcttgattgc tcagagaaat atgcagaagg caggatcaaa gacacacagg
2041 agtcctttct tttgaaatgc cacgtgccat tgtctttcct cccttctttg cttctitttc

2101 ttaccctctc tttcaattgc agatgccaaa aaagatgcca acagacacta cattacccta
2161 atggctgcta cccagaacct ttttataggt tgttcttaat ttttttgttg ttgttgttca

2221 agcttttccet ttettttttt tettggtgtt tgggcecacga tittaaaatg acttttatta

2281 tgggtatgtg ttgccaaagc tggctttttg tcaaataaaa tgaatacgaa cttaaaaaat
2341 aaaagctggt atcttaaaat gtaagagagt aagactgtga agcctaaaat gactggctga
2401 gaatgaacca gaaatgccat ttgccaaaca gttgtaacta gaaatttgat tctcacggtc
2461 cattcttttc tttgtcctta agatgacatt gttagtgttc acgtcccatg ttcagtgtcc

2521 aaaccggcaa tgtaaaaagt atcctgtgtg gtttaacagg aaatctgttt atgtctcttt
2581 atttgaaacc agttttactc tcagtggttc tttaagttca atgaagtctg ccaggaacat
2641 tggttggtag tattattccg acacctttaa tttccaaaat ctgaagttcc tgctagttta

2701 ccaccttcat gatcttcttg aactggtaac tgattaggtt gaacttatgg aagatttgtg
2761 gacttaactc aaaagtaacc tctcagtgtt ctatagaaca tgtatttgtg taactgaacc
2821 taccaggaga aatgtttgga attctatatg tgcaattttt caacaaatgc aaaaaaaata
2881 cagcacatgt attgacaagc tictgtcaag cagcttgagt tgaaatttga tttaagaaaa
2941 taaatcatga ttgttcaaag ctgctgggac gttagaatta ggccatgata ctggtctcat
3001 tttaactaca gtggtatttg gcactagtgt aaacttccat ataaatcact cttttggaac
3061 aacaaagggg gagggagaaa aatcacggcc tgttaaatga gtaccaaagc cgcccaacag
3121 taatgagatg ttctcatcct tgattctccc agcctcaaac aacacagctt actttttttt

3181 tcccttgctc agaaagtacc tgtaatttaa caaacagact gecctgtaggt atagtgcaat
3241 tacaaatgct ctaatcattg tacatacatc tctcttgata ttgcagcatc catactggct
3301 ttgtaatcat taattttttg gcagattgaa tgtgctgtat tgatatgtat ctatgtaatt

3361 gtattgtatg tctatagcta attcacgttt tgaataatgt tattttattt acttttttaa

3421 gagaggagaa tgtaaatttg tcagtttatt tctgactagg gatattttct ttccatttag

3481 aaaagaagaa aaaaaaaaaa ccttactgtc atacagagcg gtactagcgt cgtgctgtat
3541 aaaatcattt gcacattcct gagtagaggt atactgatta taagacccaa aggtaatttc
3601 atagcaaaat acataaaatc agtcggagct tttatacaaa catggaaacc aactttgtag
3661 aacttttgcc atttgatcta ggattggaat atgagcittit atacaattca tattcttatt

3721 tggcaaatgc acagtttagt attacctctc tgatggcctt tactagaaag gcagttttag
3781 aagctattgt gatccactaa ggaaatgttt taacagctag agaccactgc ttgcctgaaa
3841 gggcgttctt aaatttggtg cagcaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa ttaaacaaca
3901 acatttgaag gcctacagtg tgtatagaga aaacctcatc acaagatcat aagtgttaca
3961 gttttaggga atcaagatat tctatttaat agagctatag taaatgtagt caattaaacc
4021 tgatctcaaa gcttgaagaa gctgagcaaa acagggaaag attgttatat ttgtctttat
4081 gaaattggga tggaatttgc tatgcagaat tgaggtttgt ggcttcgctg ttcctgtagg
4141 gtgcatgaca agatcccttc tcttgagaaa ggaaaaaatt gatcacccta gcagcagtga
4201 tgcatagaaa cctaatttta gccacaccag tcaatcgaag ctaaaggatt ttcttttttg
4261 tttcttcggg gttttattga aggggctagg ggcgggacgg gattcttttc agttttgtat
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4321 aaaaacaaag tttactcatg ctttatatta tattgtgatt gcaagcgtta taagcgtgtg
4381 ccactggcct cctattgttg atgcttaggt aatggaggcc tgtggtgagt tttatggtga
4441 cttgggcatg tcttattcaa aaacaaaaac ataaaacaca gaaacctttc ttcagcatac
4501 caaggcaagc agccatttca tgactcactt aacacattgc agtgtaccag tttacagatg
4561 atttttccct ttttgcgtga catggcagtt ctaaccccca gagaattcct tatttgtaaa

4621 ttggaagttt ctactatgcc ttacagagct taaattcaga agtttgtgcc tcatatctga
4681 aacaaaggga aataacacac ccattcaaaa gtaaataaat ctcctagaag tttttgtttt
4741 taacatttcc atataaagag ctctgttgaa tgtcatgaat agactggaaa aaaaaatttt
4801 aagaacctgc atatgttgtt tactagcaga tgacaactac aaaaggaatc tgaagaacac
4861 gtaaaacttg tatttttttt tttttggtag attaactagc aggcctatit taaaaaggta

4921 attcagctaa agggcaattt acttttttgt acttcagact atcttgattg tcaaagtgta

4981 cgaactgtaa ttttaaaatt tatactgcca catgattgta aattttagtt gtcttaagtt

5041 aggaattggt gaaaagctat ttatgctgga tttgggtcaa aatgacttat ttgcaaaaaa
5101 ataaataatg ggaagaaagg gctgtataat gaaatactgc aagactcaca tattggttgg
5161 aaatttccct caaatcacct accgattacc cttgatttcc ctttgttttc agtttctcaa

5221 aacgaatgaa atgaaatata gcagaatgtt aacccatata aaaataaagt gtacccaaat
5281 attgtaatgt atattgctgc tcttctticaa attaaataag ggtttaaaac cacttaattg

5341 gtaatcaaca tctcaattga tacaaataag gtgtgcttgg tatacattaa tattttcttc
5401 caaagatata tctttggtta gaaacacaaa aaaataaaac tagtaatatt gtatgtttat
5461 ctatctctac atatttccag catatgtagc gttaatagat ctgtcctggt aactgtgtct

5521 ttgggatttc attttggttc catcaaatta ggaaaagaaa tggcttagtt gtatatgatt
5581 agctagagat ttttggagcc agacacctgc tgtttagtag ataacttagt acagacccta
5641 aacttgtcat ttgtttttct cacagaatag ccatttcctg ctgtcttccc aatgatcact

5701 gccctitcaa taacactctt gcctctagaa tcatatgtic aaagtatgaa tacacaccta
5761 gcacatagta ggtgctcaaa tattaatttc ctccttgect tccttatcta ccetgtgtcc

5821 tccatttccce cgtatgattc caacccaata tagcaaatga catttacatg ttatgaaaac
5881 atctattggg taaaatcaga tcttggataa agaaattctg acttttatat aagcttttgg
5941 tagacagaaa aaacagaaag gtattcgttg gtagaacatt tttaagttca ggaaagaaag
6001 ctggaataat actacgtaac tttgtccagg ttactttgac tgaaacacgt ttttggtgga
6061 tttcttttcc tcaaagaact ctctaaatgc aactccttgce tggattcctc acccatcatc
6121 ctgttggaaa cccttactag acctatgtat ttagggagtt ttgtcagaaa acatttttaa
6181 cttgcagtat ttaaaagaat atttactgtt cctaaaatgt cattcaaatg catgtactgt
6241 ctattgtttg gggatgggaa ctagttttgc aaaaaacacc taatgttgta taataatgcc
6301 ccaatgatct tgctggttaa aaatacagta tttttggcca taa

[0097] La secuencia de acidos nucleicos y aminoacidos de GNA11 humana estan

publicadas en GenBank con los siguientes Numeros de Acceso::
[0098] NP_002058 (SEQ ID NO: 270)

1 mtlesmmacc Isdevkeskr inaeiekqlr rdkrdarrel kllligtges gkstfikgmr
61 iihgagysee dkrgftklvy gniftamgam irametlkil ykyegnkana llirevdvek
121 vttfehqgyvs aiktlwedpg igecydrrre yglsdsakyy ltdvdriatl gylptggdvl
181 rvrvpttgii eypfdlenii frmvdvggqr serrkwihcf envtsimflv alseydqvlv
241 esdnenrmee skalfrtiit ypwfgnssvi Ifinkkdlle dkilyshlvd yfpefdgpqgr
301 daqgaarefil kmfvdinpds dkiiyshftc atdtenirfv faavkdtilg Inlkeynlv

[0099] NM_002067 (SEQ ID NO: 271)
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1 aggttgtccg gegctgtege tcggttgecgg cggetgeggt tggeggtgge tgcggeggeg

61 gcgegggctg agtgcggecg cgegggagte cgeggetgge geggececgag cggggaccey
121 gcggctcgece aggeggegge cgaggcgggy cgggecggec cggggecgag ggeeggtgge
181 cgaggccgga gggecgegge gggeggegge cgaggeggcet cecggecaggg ccgggecggg
241 ggccgggggy cggeggeggg caggeggeeg cgtcggecgg ggecgggacg atgactctgg
301 agtccatgat ggcgtgttgc ctgagcgatg aggtgaagga gtccaagcgg atcaacgccg
361 agatcgagaa gcagctgcgg cgggacaagc gcgacgcccg gcgcegagcte aagetgetge
421 tgctcggcac gggcgagage gggaagagca cgttcatcaa gcagatgcgc atcatccacg
481 gcgccggcta ctcggaggag gacaagcgceg gcettcaccaa gctcgtctac cagaacatct
541 tcaccgccat gcaggccatg atccgggcca tggagacgct caagatcctc tacaagtacg
601 agcagaacaa ggccaatgcg ctcctgatcc gggaggtgga cgtggagaag gtgaccacct
661 tcgagcatca gtacgtcagt gccatcaaga ccctgtggga ggacccgggc atccaggaat
721 gctacgaccg caggcgcgag taccagctct ccgactctge caagtactac ctgaccgacg
781 ttgaccgcat cgccaccttg ggctacctge ccacccagca ggacgtgetg cgggtccgeg
841 tgcccaccac cggcatcatc gagtaccctt tcgacctgga gaacatcatc ttccggatgg

901 tggatgtggg gggccagcgg tcggagcgga ggaagtggat ccactgcttt gagaacgtga
961 catccatcat gtttctcgtc gecctcageg aatacgacca agtcctggtg gagtcggaca
1021 acgagaaccg gatggaggag agcaaagccc tgttccggac catcatcacc tacccctggt
1081 tccagaactc ctccgtcatc ctcttcctca acaagaagga cctgctggag gacaagatcc
1141 tgtactcgca cctggtggac tacttccccg agttcgatgg tccccagegg gacgeccagg
1201 cggcgceggga gttcatectg aagatgttcg tggacctgaa ccccgacage gacaagatca
1261 tctactcaca cttcacgtgt gccaccgaca cggagaacat ccgcttcgtg ttcgecggcecg
1321 tgaaggacac catcctgcag ctcaacctca aggagtacaa cctggtctga gcgeccaggce
1381 ccagggagac gggatggaga cacggggcag gaccttcctt ccacggagcc tgcggctgec
1441 gggcgggtgg cgctgecgag tccgggecgg ggcectetgece cgecgggagga gatttttett
1501 tttcatattt ttaacaaatg gtttttattt cacagttatc aggggatgta catctctccc
1561 tccgtacact tcgecgceacct tctcaccttt tgtcaacggc aaaggcagcc tttttctggce
1621 cttgacttat ggctcgcttt titctaaaaa aaaaaaaaaa agaaagaaag aaaaaaagca
1681 acgaaacata aaacacacaa gcgccccgtg cccccagtga ctctgggect cacagagcecc
1741 ccgccagcca gcatggggcc ccgecctgca gecagtcacg cgeccccaca ccgecageccce
1801 ccgtggctgt ccttccaacc ccacgtgctt tttctttcte ctgeecgctt cttttctica
1861 tcacaaaagg cgtggagact cggagacgga cgtttttccc cttttttaag ttattgacgc
1921 ccagcgcgcc tcgcectcttc acccatcaac gcetgtgcttt gcccactgga ctcctgaaga
1981 gggggtgggg ggctccctcg gtcgeccacc ctgggaagtg cctaaccttt tattttattt
2041 tatttttttg aggaaaaaga acgcctgact cacaggttga agaaacaccc tgggccctct
2101 ctcatggccg ggttccccegt cectctgcag aggctgggaa gggteccecgg getggagceca
2161 cgggggcttc tctgggcetgt gcctccgggg ccaacactgg ctgettgggg ctgececgggg
2221 actccagagg gctgcacggc caccctgecc tggctagagc gcaccccacc ggagcccacg
2281 tgggctgggce ggctggaggg atggtccecce ggtgacactg ggagaaaggc cacttggatg
2341 ggggcgtttc tgttttgttc cgctttgtga tgtcaccaat ttggaaacag cgagggtggg
2401 tggggacttt tacagaatat tctcaggtgt gtacccgaga ggcagagaga gggacgtggc
2461 cggcagctct gtgcgtggcc ttgtcccaag cacttgcgec cgececccgag cgececgeccce
2521 ggggageggg aagccagceac tcgeactttg gccaggggceg cgtggaaggt ggtggcaggce
2581 accggcctgg gcagcttcca ggectggcetg geccacgacca cggcccgagg gggagceccgce
2641 caggccacgc cgcactgagc cacagccccg ggggecgcect cccggggcecc ctigaggeac
2701 tgaggcaccg agactggttc tccccgagag actcggaagg tggggaacga ggggactgtg
2761 tttggggagg tggctttttc gtctgetgtt gactgaacac tacagcgccc tgtggttccg
2821 ggcttcgcac agctgtccca gggatggatc gectgtgetg ccttcgeccg ccgecacacc
2881 gggaccctgc acggctgctt ctggectcga cagatgacaa aagaaacagc cccaaaatac
2941 gaccactcca accagcagtt cccgectgec tgceccgecac tgtcaggcect geecctggect

43



3001 cctcgtcege agggcetgtct getggctict gggggcagaa gagcggggag cccecgtggaa
3061 gggtcagggg agaccaggtc agggcagcta catttctggt gatcagcccc atggggagac
3121 ggggctggeg ggataccccce cceceecggctt ccccacacca cttetgtctc acccggaagce
3181 gtcctttttt tgtgccaggt gtctacctaa gagggttggt gccagaagcec ccccatggceg

3241 agtgctgggg cccggeggtg ceectggggga geagatgggg ccaccectgg cagggecgct
3301 acaacctttt ccagcagcgg agecctctgg ggggcctgtg cttgtggeat ctctgagggce

3361 ctagattgca caaggtgacc tggccgtgge ctgagggtgg agtcgeccag cacgcaggcec
3421 ggggcgctge ggggctaagt attaggcectt cccagggagg gggcgtgeca agcatcccag
3481 agccgggcetg ggaccgccaa aacgtcgtgg cctggatcct ctgggtctga gtgectgate
3541 ccctgcecccc caaaaaagca gaggtaggtg ttgcaggccc agggcagggg tgectgeccc
3601 aggagagtcc caggcagtgg ttctcgtgec agtggcaccc aggggcaagg acagccaacc
3661 cccacccttg ccacgtgtgg ggccacgtgg gcatgtgggg tgtgtgtttt taccttggtg

3721 aatctcacct gccaacgatt tctcgtgagt gccgaccacc ttctccgacc atgttacgece
3781 cgggcggcag cagccceccgg ccactgcaaa cccatgecct gggtcececg getccececcag
3841 ggaggcatcc ccgtgccaat gtcccccagt ggtggcagca gatcctgtgg ccggectggce
3901 ggacgggacc cagtgatact tgtatattac acagtcctga tttcagacaa tttcaacctt

3961 aatctattta aaaaagaata ttctatacaa gctgttttta agccttttac catttgaaat

4021 gcatgtgttg tgcgegttgg ggatgggagg aggggctgag gagceggctca gtgtcacctc
4081 ccacagccac cggccctgac ccttaatcca gacaccgatg gaagtcgact tttcatatct
4141 ttctcctgaa atgaactctg ttttaaattg gaataaattt tgttcctaaa

[00100] “Tumor” se refiere al crecimiento y proliferacion de células neoplasicas, ya sean
malignas o benignas, y a todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos.

[00101] El término "actividad antitumoral" hace referencia a una reduccion en la tasa de
proliferacién de células tumorales, viabilidad o actividad metastasica. Por ejemplo, la actividad
antitumoral puede demostrarse a través de una disminucién en la tasa de crecimiento de
células anormales que surge durante la terapia o la estabilidad o reduccion del tamafio del
tumor, o una mayor supervivencia debido a la terapia en comparacién con el control sin terapia.
Dicha actividad se puede evaluar utilizando modelos tumorales in vitro o in vivo aceptados, que
incluyen pero no se limitan a modelos de xenoinjerto, modelos de aloinjerto, modelos MMTV y
otros modelos conocidos disponibles en la técnica para investigar la actividad antitumoral.
[00102] El término "malignidad" se refiere a un tumor no benigno o un cancer. De
acuerdo con la presente, el término "cancer" incluye una neoplasia maligna caracterizada por
un crecimiento celular desregulado o descontrolado. Los ejemplos de canceres incluyen:
carcinomas, sarcomas, leucemias y linfomas.

[00103] El término “cancer” incluye tumores malignos primarios (por ejemplo, aquellos
cuyas células no han migrado a sitios en el cuerpo del sujeto que no sean el sitio del tumor
original) y tumores malignos secundarios (por ejemplo, los que surgen de metastasis, la
migracion de células tumorales a sitios secundarios que son diferentes del sitio del tumor

original).
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[00104] El término “PMEL17” (también indicado como proteina premelanosoma (PMEL),
D12S53E, ME20, ME20-M, ME20M, P1, P100, gp100, SI, SIL, y el homdlogo de la proteina
locus de plata (SILV) se refiere a una proteina transmembrana Tipo | de un solo pase producida
por los melanocitos e implicada en la sintesis de melanina. La secuencia de &cidos nucleicos y
aminoacidos de PMEL17 humana estéan publicadas en GenBank con los siguientes Nameros
de Acceso: NP_008859, NP_001307050, NP_001307051, NP_001186982, NP_001186983
(secuencias de aminoéacidos), y NM_006928, NM_001200053, NM_001200054,
NM_001320121, NM_001320122 (secuencias de nucleédtidos). De acuerdo con la presente, el
término “PMEL17” se usa para referirse colectivamente a todas las isoformas naturales de la
proteina PMEL17, o una variante de la misma.

[00105] NP_008859 (SEQ ID NO: 272)

1 mdlvikrcll hlavigalla vgatkvprng dwligvsrglr tkawnrglyp ewteaqgridc

61 wrggqgvslkv sndgptliga nasfsialnf pgsgkvlpdg qviwvnntii ngsqvwggqgp
121 vypgetddac ifpdggpcps gswsgkrsfv yvwktwggyw gvlggpvsgl sigtgramig
181 thtmevtvyh rrgsrsyvpl ahsssaftit dqvpfsvsvs glraldggnk hflrngpltf

241 alqglhdpsgy laeadlsytw dfgdssgtli sralvvthty lepgpvtaqv vigaaiplts

301 cgsspvpgtt dghrptaeap nttagqvptt evvgttpgga ptaepsgtts vqvpttevis
361 tapvgmptae stgmtpekvp vsevmgttla emstpeatgm tpaevsivvl sgttaaqvtt
421 tewvettare Ipipepegpd assimstesi tgslgplidg tatlrlvkrg vpldcvlyry

481 gsfsvtldiv qgiesaeilg avpsgegdaf eltvscqggl pkeacmeiss pgcgppagrl
541 cqpvipspac glvihgilkg gsgtyclnvs ladtnslavv stglimpgge aglggvpliv
601 gillvimavv lasliyrrrl mkqdfsvpgl phssshwirl prifcscpig ensplisgqq

661 v

[00106] NP_001307050 (SEQ ID NO: 273)

1 mdlvikrcll hlavigalla vgatkvprng dwligvsrglr tkawnrglyp ewteaqgridc

61 wrggqgvslkv sndgptliga nasfsialnf pgsgkvlpdg qviwvnntii ngsqvwggqp
121 vypgetddac ifpdggpcps gswsqgkrsfv yvwktwggyw gvlggpvsgl sigtgramlg
181 thtmevtvyh rrgsrsyvpl ahsssaftit dqvpfsvsvs glraldggnk hflrngpltf
241 alglhdpsgy laeadlsytw dfgdssgtli sralvvthty lepgpvtaqv vigaaiplts
301 cgsspvpgtt dghrptaeap nttagqvptt evvgttpgga ptaepsgtts vgvpttevis
361 tapvgmptae staaqvttte wvettarelp ipepegpdas simstesitg slgplidgta
421 tirlvkrgvp Idcvlyrygs fsvtldivqg iesaeilgav psgegdafel tvscqgglpk
481 eacmeisspg cqppagrlcq pvlpspacqgl vihgilkggs gtyclnvsla dtnslavvst
541 qglimpvpgil ltggeaglgq vplivgillv Imavvlasli yrrrimkqdf svpglphsss
601 hwilrlprifc scpigenspl Isgqqv

[00107] NP_001307051 (SEQ ID NO: 274)

1 mdlvlkrcll hlavigalla vgatkvprng dwligvsrglr tkawnrglyp ewteaqridc

61 wrggqvslkv sndgptliga nasfsialnf pgsqgkvlpdg gviwvnntii ngsqvwggagp
121 vypgetddac ifpdggpcps gswsgkrsfv yvwktwggyw gvlggpvsgl sigtgramlg
181 thtmevtvyh rrgsrsyvpl ahsssaftit dqvpfsvsvs glraldggnk hflrngpltf
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241 alqglhdpsgy laeadlsytw dfgdssgtli sralvvthty lepgpvtaqv vigaaiplts
301 cgsspvpgtt dghrptaeap nttagqvptt evvgttpgga ptaepsgtts vqvpttevis
361 tapvgmptae staaqvttte wvettarelp ipepegpdas simstesitg slgplidgta
421 tirlvkrgvp Idcvlyrygs fsvtldivqg iesaeilgav psgegdafel tvscqgglpk
481 eacmeisspg cqppagricg pvipspacql vihgilkggs gtycinvsla dtnslavvst
541 glimpggeag Iggvplivgi livimavvla sliyrrrimk gdfsvpqlph ssshwirlpr
601 ifcscpigen spllsgqqv

[00108] NP_001186982 (SEQ ID NO: 275)

1 mdivikrcll hlavigalla vgatkgsgvw gggpvypdget ddacifpdgg pcpsgswsgk
61 rsfvyvwktw gqywaqvlggp vsglsigtgr amigthtmev tvyhrrgsrs yvplahsssa
121 ftitdgvpfs vsvsqlrald ggnkhflrng pltfalglhd psgylaead! sytwdfgdss

181 gtlisralvv thtylepgpv taqvvigaai pltscgsspv pgttdghrpt aeapnttagq

241 vpttevvgtt pggaptaeps gttsvqvptt evistapvgm ptaestgmtp ekvpvsevmg
301 ttlaemstpe atgmtpaevs ivvisgttaa gvtttewvet tarelpipep egpdassims
361 tesitgslgp lidgtatlrl vkrgvpldcyv lyrygsfsvt Idivqgiesa eilgavpsge

421 gdafeltvsc qgglpkeacm eisspgcqpp agricgpvlp spacqlvlhg ilkggsgtyc
481 Invsladtns lavvstglim pggeaglgqv plivgillvl mavvlasliy rrrimkqgdfs

541 vpqlphsssh wirlprifcs cpigenspll sggqv

[00109] NP_001186983 (SEQ ID NO: 276)

1 mdlvikrcll hlavigalla vgatkvprng dwligvsrglr tkawnrglyp ewteaqgridc

61 wrgggvslkv sndgptliga nasfsialnf pgsgkvlpdg qviwvnntii ngsqvwggqp
121 vypgetddac ifpdggpcps gswsgkrsfv yvwktwggyw gvlggpvsgl sigtgramlg
181 thtmevtvyh rrgsrsyvpl ahsssatftit dqvpfsvsvs glraldggnk hflrngpltf

241 alglhdpsgy laeadlsytw dfgdssgtli sralvvthty lepgpvtaqv vigaaiplts

301 cgsspvpgtt dghrptaeap nttagqvptt evvgttpgga ptaepsgtts vqvpttevis
361 tapvgmptae stgmtpekvp vsevmgttla emstpeatgm tpaevsivvl sgttaaqvtt
421 tewvettare Ipipepegpd assimstesi tgslgplidg tatlrlvkrg vpldcvlyry

481 gsfsvtldiv qgiesaeilg avpsgegdaf eltvscqggl pkeacmeiss pgcgppagrl
541 cqpvlpspac glvihgilkg gsgtyclnvs ladtnslavv stglimpvpg illtggeagl|

601 gqvplivgil Ivimavvlas liyrrrimkq dfsvpqlphs sshwirlpri fcscpigens

661 pllsgqqv

[00110] NM_006928 (SEQ ID NO: 277)

1 cccagcgcte cteccecgeaa atgatcecege cccaggggcec tatcccagtce ceecccagtge

61 ctttggttgc tggagggaag aacacaatgg atctggtgct aaaaagatgc cttcttcatt

121 tggctgtgat aggtgctttg ctggctgtgg gggctacaaa agtacccaga aaccaggact
181 ggcttggtgt ctcaaggcaa ctcagaacca aagcctggaa caggcagctg tatccagagt
241 ggacagaagc ccagagactt gactgctgga gaggtggtca agtgtccctc aaggtcagta
301 atgatgggcc tacactgatt ggtgcaaatg cctccttcte tattgecttg aacttcectg

361 gaagccaaaa ggtattgcca gatgggceagg ttatctgggt caacaatacc atcatcaatg
421 ggagccaggt gtggggagga cagcecagtgt atccccagga aactgacgat gectgceatet
481 tccctgatgg tggaccttge ccatctggct cttggtctca gaagagaagc tttgtttatg

541 tctggaagac ctggggccaa tactggcaag ttctaggggg cccagtgtct gggetgagea
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601 ttgggacagg cagggcaatg ctgggcacac acaccatgga agtgactgtc taccatcgcc
661 ggggatcccg gagctatgtg cctettgetc attccagctc agecttcacc attactgacc

721 aggtgccttt ctccgtgagce gtgtcccagt tgcgggcectt ggatggaggg aacaagcact
781 tcctgagaaa tcagcctctg acctttgccc tccagctcca tgaccccagt ggctatctgg

841 ctgaagctga cctctcctac acctgggact ttggagacag tagtggaacc ctgatctctc

901 gggcacttgt ggtcactcat acttacctgg agcctggecc agtcactgecc caggtggtcc
961 tgcaggctgc cattcctctc acctcetgtg getcctccec agttccagge accacagatg
1021 ggcacaggcc aactgcagag gcccctaaca ccacagctgg ccaagtgcct actacagaag
1081 ttgtgggtac tacacctggt caggcgccaa ctgcagagcc ctctggaacc acatctgtge
1141 aggtgccaac cactgaagtc ataagcactg cacctgtgca gatgccaact gcagagagca
1201 caggtatgac acctgagaag gtgccagttt cagaggtcat gggtaccaca ctggcagaga
1261 tgtcaactcc agaggctaca ggtatgacac ctgcagaggt atcaattgtg gtgctttctg
1321 gaaccacagc tgcacaggta acaactacag agtgggtgga gaccacagct agagagctac
1381 ctatccctga gectgaaggt ccagatgcca gctcaatcat gtctacggaa agtattacag
1441 gttcecetggg cccectgetg gatggtacag ccaccttaag getggtgaag agacaagtcc
1501 ccctggattg tgttctgtat cgatatggtt ccttttccgt caccctggac attgtccagg

1561 gtattgaaag tgccgagatc ctgcaggctg tgccgtccgg tgagggggat geatttgagce
1621 tgactgtgtc ctgccaaggc gggcetgecca aggaagcctg catggagatc tcatcgecag
1681 ggtgccagcc ccctgeeccag cggcetgtgec agectgtget acccagcecca gectgecagce
1741 tggttctgca ccagatactg aagggtggct cggggacata ctgcctcaat gtgtctctgg
1801 ctgataccaa cagcctggca gtggtcagca cccagcttat catgcctggt caagaagcag
1861 gccttgggca ggttcecgcetg atcgtgggcea tettgetggt gttgatggcet gtggtecttg

1921 catctctgat atataggcgc agacttatga agcaagactt ctccgtaccc cagttgccac
1981 atagcagcag tcactggctg cgtctacccc gcatcttctg ctettgtcee attggtgaga
2041 acagccccct cctcagtggg cagcaggtct gagtactctc atatgatgct gtgattttcc
2101 tggagttgac agaaacacct atatttcccc cagtcttccc tgggagacta ctattaactg
2161 aaataaatac tcagagcctg aaaaaaaaaa aaaaa

[00111] NM_001200053 (SEQ ID NO: 278)

1 gggcctatce cagtccecece agtgectttg gttgctggag ggaagaacac aatggatctg

61 gtgctaaaaa gatgccttct tcatttggct gtgataggtg ctttgctggce tgtgggggct

121 acaaaaggga gccaggtgtg gggaggacag ccagtgtatc cccaggaaac tgacgatgec
181 tgcatcttcc ctgatggtgg accttgccca tctggetett ggtctcagaa gagaagcttt

241 gtttatgtct ggaagacctg gggccaatac tggcaagttc tagggggecc agtgtctggg
301 ctgagcattg ggacaggcag ggcaatgctg ggcacacaca ccatggaagt gactgtctac
361 catcgccggg gatcccggag ctatgtgect cttgetcatt ccagctcagce cttcaccatt

421 actgaccagg tgcctttctc cgtgagegtg tcccagttge gggecttgga tggagggaac
481 aagcacttcc tgagaaatca gcctctgacc tttgeectee agcetccatga ccccagtgge
541 tatctggctg aagctgacct ctcctacacc tgggactttg gagacagtag tggaaccctg

601 atctctcggg cacttgtggt cactcatact tacctggagc ctggcccagt cactgcccag

661 gtggtcctge aggctgcecat tectctcacc tectgtggcet cctcceecagt tccaggeacce

721 acagatgggc acaggccaac tgcagaggcc cctaacacca cagctggeca agtgectact
781 acagaagttg tgggtactac acctggtcag gcgcecaactg cagagecctc tggaaccaca
841 tctgtgcagg tgccaaccac tgaagtcata agcactgcac ctgtgcagat gccaactgca
901 gagagcacag gtatgacacc tgagaaggtg ccagtttcag aggtcatggg taccacactg
961 gcagagatgt caactccaga ggctacaggt atgacacctg cagaggtatc aattgtggtg
1021 ctttctggaa ccacagctgc acaggtaaca actacagagt gggtggagac cacagctaga
1081 gagctaccta tccctgagcec tgaaggtcca gatgccagct caatcatgtc tacggaaagt
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1141 attacaggtt ccctgggcecc cctgctggat ggtacagcca ccttaaggct ggtgaagaga
1201 caagtccccc tggattgtgt tctgtatcga tatggttcct tttccgtcac cctggacatt

1261 gtccagggta ttgaaagtgc cgagatcctg caggctgtge cgtccggtga gggggatgea
1321 tttgagctga ctgtgtcctg ccaaggcggg ctgcccaagg aagcectgcat ggagatctca
1381 tcgccagggt geccagecccce tgeeccagegg ctgtgecagce ctgtgetace cageccagcec
1441 tgccagctgg ttctgcacca gatactgaag ggtggctcgg ggacatactg cctcaatgtg
1501 tctctggctg ataccaacag cctggcagtg gtcagcaccc agcttatcat gectggtcaa
1561 gaagcaggcc ttgggcaggt tccgctgatc gtgggcatct tgetggtgtt gatggcetgtg
1621 gtccttgcat ctctgatata taggcgcaga cttatgaagc aagacttctc cgtaccccag
1681 ttgccacata gcagcagtca ctggctgcgt ctaccccgca tettctgetc ttgtcccatt
1741 ggtgagaaca gccccctect cagtgggcag caggtctgag tactctcata tgatgcetgtg
1801 attttcctgg agttgacaga aacacctata tttcccccag tcttccctgg gagactacta
1861 ttaactgaaa taaatactca gagcctgaaa aaaaaaaaaa aa

[00112] NM_001200054 (SEQ ID NO: 279)

1 gggcctatcc cagtccecce agtgcectttg gttgctggag ggaagaacac aatggatctg

61 gtgctaaaaa gatgccttct tcatttggct gtgataggtg ctttgctgge tgtgggggct

121 acaaaagtac ccagaaacca ggactggctt ggtgtctcaa ggcaactcag aaccaaagcc
181 tggaacaggc agctgtatcc agagtggaca gaagcccaga gacttgactg ctggagaggt
241 ggtcaagtgt ccctcaaggt cagtaatgat gggcctacac tgattggtgc aaatgcctcc
301 ttctctattg ccttgaactt ccctggaagc caaaaggtat tgccagatgg gcaggttatc

361 tgggtcaaca ataccatcat caatgggagc caggtgtggg gaggacagcc agtgtatccc
421 caggaaactg acgatgcctg catcttccct gatggtggac cttgcccatc tggctcttgg

481 tctcagaaga gaagctttgt ttatgtctgg aagacctggg gccaatactg gcaagttcta

541 gggggcccag tgtctgggct gagcattggg acaggcaggg caatgctggg cacacacacc
601 atggaagtga ctgtctacca tcgccgggga tcccggagct atgtgectct tgctcattee

661 agctcagcct tcaccattac tgaccaggtg cctttctccg tgagcgtgtc ccagttgcgg

721 gccttggatg gagggaacaa gcacttcctg agaaatcagc ctctgacctt tgccctccag
781 ctccatgacc ccagtggcta tctggcetgaa getgacctct cctacacctg ggactttgga

841 gacagtagtg gaaccctgat ctctcgggca cttgtggtca ctcatactta cctggagcct

901 ggcccagtca ctgcccaggt ggtcectgcag getgecatte ctetcaccte ctgtggetec

961 tcceccagttc caggcaccac agatgggcac aggccaactg cagaggcccc taacaccaca
1021 gctggccaag tgcctactac agaagttgtg ggtactacac ctggtcagge gccaactgca
1081 gagccctctg gaaccacatc tgtgcaggtg ccaaccactg aagtcataag cactgcacct
1141 gtgcagatgc caactgcaga gagcacaggt atgacacctg agaaggtgcc agtttcagag
1201 gtcatgggta ccacactggc agagatgtca actccagagg ctacaggtat gacacctgca
1261 gaggtatcaa ttgtggtgct ttctggaacc acagctgcac aggtaacaac tacagagtgg
1321 gtggagacca cagctagaga gctacctatc cctgagcctg aaggtccaga tgccagctca
1381 atcatgtcta cggaaagtat tacaggttcc ctgggccccc tgctggatgg tacagccacc
1441 ttaaggctgg tgaagagaca agtccccctg gattgtgttc tgtatcgata tggttccttt
1501 tccgtcaccce tggacattgt ccagggtatt gaaagtgccg agatcctgca ggcetgtgecg
1561 tccggtgagg gggatgcatt tgagctgact gtgtcctgcc aaggcgggct gcccaaggaa
1621 gcctgcatgg agatctcatc gccagggtgce cagccccctg cccageggct gtgccagcect
1681 gtgctaccca gcccagcectg ccagcetggtt ctgcaccaga tactgaaggg tggcetcgggg
1741 acatactgcc tcaatgtgtc tctggctgat accaacagcc tggcagtggt cagcacccag
1801 cttatcatgc ctgtgcctgg gattcttctc acaggtcaag aagcaggcct tgggcaggtt
1861 ccgctgatcg tgggcatctt gctggtgttg atggetgtgg tccttgcate tctgatatat
1921 aggcgcagac ttatgaagca agacttctcc gtaccccagt tgccacatag cagcagtcac
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1981 tggctgcgtc taccccgcat cttctgetct tgtcccattg gtgagaacag ccccctecte
2041 agtgggcagc aggtctgagt actctcatat gatgctgtga ttttcctgga gttgacagaa
2101 acacctatat ttcccccagt cttccctggg agactactat taactgaaat aaatactcag
2161 agcctgaaaa aaaaaaaaaa a

[00113] NM_001320121 (SEQ ID NO: 280)

1 gggcctatcc cagtcceecc agtgcctttg gttgctggag ggaagaacac aatggatctg

61 gtgctaaaaa gatgccttct tcatttggct gtgataggtg ctttgctggce tgtgggggcet

121 acaaaagtac ccagaaacca ggactggctt ggtgtctcaa ggcaactcag aaccaaagcc
181 tggaacaggc agctgtatcc agagtggaca gaagcccaga gacttgactg ctggagaggt
241 ggtcaagtgt ccctcaaggt cagtaatgat gggcctacac tgattggtgc aaatgcctcc
301 ttctctattg ccttgaactt ccctggaagc caaaaggtat tgccagatgg gcaggttatc

361 tgggtcaaca ataccatcat caatgggagc caggtgtggg gaggacagcc agtgtatccc
421 caggaaactg acgatgcctg catcttccct gatggtggac cttgcccatc tggctcttgg

481 tctcagaaga gaagctttgt ttatgtctgg aagacctggg gccaatactg gcaagttcta

541 gggggcccag tgtctgggcet gagcattggg acaggcaggg caatgctggg cacacacacc
601 atggaagtga ctgtctacca tcgccgggga tcccggagct atgtgectct tgctcattce

661 agctcagcct tcaccattac tgaccaggtg cctttctccg tgagegtgtc ccagttgcgg

721 gccttggatg gagggaacaa gcacttcctg agaaatcagc ctctgacctt tgccctccag
781 ctccatgacc ccagtggcta tctggctgaa gctgacctct cctacacctg ggactttgga

841 gacagtagtg gaaccctgat ctctcgggca cttgtggtca ctcatactta cctggagcct

901 ggcccagtca ctgcccaggt ggtcectgcag getgecatte ctctcaccte ctgtggetee

961 tccccagttc caggcaccac agatgggcac aggccaactg cagaggcccc taacaccaca
1021 gctggccaag tgcctactac agaagttgtg ggtactacac ctggtcaggc gccaactgca
1081 gagccctctg gaaccacatc tgtgcaggtg ccaaccactg aagtcataag cactgcacct
1141 gtgcagatgc caactgcaga gagcacagct gcacaggtaa caactacaga gtgggtggag
1201 accacagcta gagagctacc tatccctgag cctgaaggtc cagatgccag ctcaatcatg
1261 tctacggaaa gtattacagg ttccctgggce cccctgetgg atggtacagce caccttaagg
1321 ctggtgaaga gacaagtccc cctggattgt gttctgtatc gatatggttc cttttccgte
1381 accctggaca ttgtccaggg tattgaaagt gccgagatcc tgcaggcetgt gecgteceggt
1441 gagggggatg catttgagct gactgtgtcc tgccaaggcg ggctgcccaa ggaagcctgce
1501 atggagatct catcgccagg gtgccagcecc cctgeccage ggcetgtgeca gectgtgcta
1561 cccagcccag cctgecagct ggttetgcac cagatactga agggtggctc ggggacatac
1621 tgcctcaatg tgtctctggce tgataccaac agcctggcag tggtcagcac ccagcttatc
1681 atgcctgtgc ctgggattct tctcacaggt caagaagcag gccttgggca ggttccgcetg
1741 atcgtgggca tcttgctggt gttgatggct gtggtccttg catctctgat atataggcgce
1801 agacttatga agcaagactt ctccgtaccc cagttgccac atagcagcag tcactggctg
1861 cgtctacccc gcatcttctg ctettgtcee attggtgaga acagccccct cctcagtggg
1921 cagcaggtct gagtactctc atatgatgct gtgattttcc tggagttgac agaaacacct
1981 atatttcccc cagtcttcee tgggagacta ctattaactg aaataaatac tcagagcctg
2041 a

[00114] NM_001320122 (SEQ ID NO: 281)

1 gggcctatce cagtcceceee agtgectttg gttgctggag ggaagaacac aatggatctg

61 gtgctaaaaa gatgccttct tcatttggct gtgataggtg ctttgctggce tgtgggggct

121 acaaaagtac ccagaaacca ggactggctt ggtgtctcaa ggcaactcag aaccaaagcc
181 tggaacaggc agctgtatcc agagtggaca gaagcccaga gacttgactg ctggagaggt
241 ggtcaagtgt ccctcaaggt cagtaatgat gggcctacac tgattggtge aaatgectec
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301 ttctctattg ccttgaactt ccctggaagc caaaaggtat tgccagatgg gcaggttatc

361 tgggtcaaca ataccatcat caatgggagc caggtgtggg gaggacagcc agtgtatccc
421 caggaaactg acgatgcctg catcttccct gatggtggac cttgcccatc tggctcttgg

481 tctcagaaga gaagctttgt ttatgtctgg aagacctggg gccaatactg gcaagttcta

541 gggggcccag tgtctgggct gagcattggg acaggcaggg caatgctggg cacacacacc
601 atggaagtga ctgtctacca tcgccgggga tcccggagct atgtgectct tgctcattce

661 agctcagcct tcaccattac tgaccaggtg cctttctccg tgagegtgtc ccagttgcgg

721 gccttggatg gagggaacaa gcacttcctg agaaatcagc ctctgacctt tgccctccag
781 ctccatgacc ccagtggcta tctggctgaa gctgacctct cctacacctg ggactttgga

841 gacagtagtg gaaccctgat ctctcgggca cttgtggtca ctcatactta cctggagcct

901 ggcccagtca ctgcccaggt ggtcctgcag getgecatte ctctcaccte ctgtggetee

961 tccccagttc caggcaccac agatgggcac aggccaactg cagaggcccc taacaccaca
1021 gctggccaag tgcctactac agaagttgtg ggtactacac ctggtcaggc gccaactgca
1081 gagccctctg gaaccacatc tgtgcaggtg ccaaccactg aagtcataag cactgcacct
1141 gtgcagatgc caactgcaga gagcacagct gcacaggtaa caactacaga gtgggtggag
1201 accacagcta gagagctacc tatccctgag cctgaaggtc cagatgccag ctcaatcatg
1261 tctacggaaa gtattacagg ttccctgggc cccectgetgg atggtacagce caccttaagg
1321 ctggtgaaga gacaagtccc cctggattgt gttctgtatc gatatggttc cttttccgtc

1381 accctggaca ttgtccaggg tattgaaagt gccgagatcc tgcaggctgt gecgtceggt
1441 gagggggatg catttgagct gactgtgtcc tgccaaggcg ggctgcccaa ggaagcectgce
1501 atggagatct catcgccagg gtgccagccc cctgeccage ggcetgtgeca gectgtgcta
1561 cccagcccag cctgecagct ggttctgcac cagatactga agggtggctc ggggacatac
1621 tgcctcaatg tgtctctggce tgataccaac agcctggcag tggtcagcac ccagcttatc
1681 atgcctggtc aagaagcagg ccttgggcag gttccgetga tcgtgggceat cttgetggtg
1741 ttgatggctg tggtccttgc atctctgata tataggcgca gacttatgaa gcaagacttc

1801 tccgtacccc agttgccaca tagcagcagt cactggctgce gtctaccccg catcttctge
1861 tcttgtccca ttggtgagaa cagcccccte ctcagtggge agcaggtctg agtactctca
1921 tatgatgctg tgattttcct ggagttgaca gaaacaccta tatttccccc agtcttcect

1981 gggagactac tattaactga aataaatact cagagcctga

[00115] El término “variante” se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de
aminodcidos sustancialmente idéntica a un polipéptido de referencia, o esta codificada por una
secuencia de nucledtidos sustancialmente idéntica, y que es capaz de tener una o mas
actividades del polipéptido de referencia. Por ejemplo, una variante puede tener
aproximadamente 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o una
identidad de secuencia superior a un polipéptido de referencia, mientras que retiene una o0 mas
actividades del polipéptido de referencia.

[00116] De acuerdo con la presente, los términos “tratar”, “tratando”, o “tratamiento” de
cualquier enfermedad o trastorno se refieren en una forma de realizacion, a mejorar la
enfermedad o trastorno (es decir, ralentizar o detener o reducir el desarrollo de la enfermedad o
por lo menos uno de sus sintomas clinicos). En otra forma de realizacion, “tratar”, “tratando”, o
“tratamiento” se refiere a aliviar o0 mejorar por lo menos un parametro fisico incluso aquellos
gue no pueden ser percibidos por el paciente. En aun otra forma de realizacion, “tratar”,

“tratando”, o “tratamiento” se refiere a modular la enfermedad o trastorno, ya sea fisicamente,
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(por ejemplo, estabilizacion de un sintoma discernible), fisiolégicamente, (por ejemplo,
estabilizacion de un parametro fisico), o ambas.

[00117] De acuerdo con la presente, el término "prevenir”, "previniendo" o "prevenciéon”
de cualquier enfermedad o trastorno se refiere al tratamiento profilactico de la enfermedad o
trastorno, o a retrasar el inicio o la progresion de la enfermedad o trastorno.

[00118] El término “cantidad terapéuticamente aceptable” o “dosis terapéuticamente
efectiva” se refieren indistintamente a una cantidad suficiente para lograr el resultado deseado
(es decir, una reduccion en el tamafio del tumor, inhibicién del crecimiento tumoral, prevencion
de metastasis, inhibicién o prevencion de una infeccion viral, bacteriana, fangica o parasitaria).
En algunas formas de realizacion, una cantidad terapéuticamente aceptable no induce ni causa
efectos secundarios indeseables. En algunas formas de realizacién, una cantidad
terapéuticamente aceptable induce o causa efectos secundarios, pero solo aquellos que son
aceptables para los médicos considerando la condicién del paciente. Se puede determinar una
cantidad terapéuticamente aceptable administrando primero una dosis baja y luego
aumentando gradualmente esa dosis hasta que se logre el efecto deseado. Una "dosis
profilacticamente efectiva" y una "dosis terapéuticamente efectiva" de las moléculas de la
invencion pueden prevenir la aparicion de, o resultar en una disminucién en la severidad de,
respectivamente, los sintomas de la enfermedad, incluidos los sintomas asociados con el
cancer.

[00119] El término “coadministrar”’ se refiere a la presencia de dos agentes activos en la
sangre de un individuo. Los agentes activos que se administran conjuntamente pueden
administrarse de forma simultanea o secuencial.

[00120] La presente invencién provee anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por
ejemplo, fragmentos de unién a antigeno), y conjugados con farmacos de los mismos, es decir,
conjugados de anticuerpo farmaco o ADCs, que se unen a PMEL17. En particular, la presente
invencién provee anticuerpos y fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a
antigeno) que se unen a PMEL17, y se internalizan ante tal unién. Los anticuerposy
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de union a antigeno) de la presente
invencion pueden ser usados para producir conjugados de anticuerpo farmaco. Ademas, la
presente invencion provee conjugados de anticuerpo farmaco que tienen caracteristicas
farmacocinéticas deseables y otros atributos deseables y, por lo tanto, pueden usarse para
tratar o prevenir un cancer que expresa PMEL17. La presente invencién ademas provee

composiciones farmacéuticas que comprenden los conjugados de anticuerpo farmaco de la
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invencién, y métodos de preparacion y uso de tales composiciones farmacéuticas para el

tratamiento o prevencion del cancer.

Resto de farmaco (D)

[00121] En un aspecto, el resto de Farmaco (D) del Conjugado de Anticuerpo Farmaco
de la invencion es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11, o un inhibidor de GNAQ y
GNA11 (inhibidor de GNAQ/GNA11).

[00122] En otro aspecto, el resto de Farmaco (D) del Conjugado de Anticuerpo Farmaco
de la invencion es un inhibidor de GNAQ.

[00123] En otro aspecto, el resto de Farmaco (D) del Conjugado de Anticuerpo Farmaco
de la invencion es un inhibidor de GNA11.

[00124] En otro aspecto, el resto de Farmaco (D) del Conjugado de Anticuerpo Farmaco
de la invencion es un inhibidor de GNAQ y GNAL11 (inhibidor de GNAQ/GNA11).
[00125] En otro aspecto, el resto de Farmaco del Conjugado de Anticuerpo Farmaco de

la invencion es un compuesto que tiene la estructura de la Formula (A):

(A),
en donde Ro es metilo o etilo, R1 es metilo o i-propilo, y Rz es metilo o etilo.

[00126] En otro aspecto, el resto de Farmaco del Conjugado de Anticuerpo Farmaco de

la invencion es compuesto (Al) que tiene la siguiente estructura:
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(A).
[00127] En otro aspecto, el resto de Farmaco del Conjugado de Anticuerpo Farmaco de

la invencion es compuesto (A2) que tiene la siguiente estructura:

(A2).
[00128] En otro aspecto, el resto de Farmaco del Conjugado de Anticuerpo Farmaco de

la invencion es compuesto (A3) que tiene la siguiente estructura:

(A3).
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La Tabla 1 proporciona la actividad inhibitoria de los compuestos (Al), (A2) y (A3) obtenidos
usando el ensayo descripto en el Ejemplo 5.

Tabla 1
Glso (nM)
Compuesto
92.1GNAQ Q208
Al 0,467
A2 22,1
A3 9,3

Resto Enlazador-Farmaco (La-(D).)

[00129] En un segundo aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado
de Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco
covalentemente unidos a un enlazador (L»), en donde el Unico 0 mas restos de Farmaco son
respectiva e independientemente seleccionados entre un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de
GNAL11 o un inhibidor de GNAQ y GNAL11 (inhibidor de GNAQ/GNA11).

[00130] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
unidos a un enlazador (La), en donde el Unico o mas restos de Farmaco son respectiva e
independientemente seleccionados entre un inhibidor de GNAQ.

[00131] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco unidos a un
enlazador (La), en donde el Unico o0 més restos de Farmaco son respectiva e
independientemente seleccionados entre un inhibidor de GNA11.

[00132] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencion comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
unidos a un enlazador (L»), en donde el inico o més restos de Fa&rmaco son respectiva e
independientemente seleccionados entre un inhibidor de GNAQ y GNAL11 (inhibidor de
GNAQ/GNA11).
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[00133] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
unidos a un enlazador (La), en donde el enlazador (La) es un enlazador escindible y el Gnico o
mas restos de Farmaco son respectiva e independientemente seleccionados entre un inhibidor
de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNAL11 (inhibidor de
GNAQ/GNA11).

[00134] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
unidos a un enlazador (La), en donde el enlazador (La) es un enlazador escindible y el Gnico o
mas restos de Farmaco son respectiva e independientemente seleccionados entre un inhibidor
de GNAQ.

[00135] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
unidos a un enlazador (La), en donde el enlazador (La) es un enlazador escindible y el Gnico o
mas restos de Farmaco son respectiva e independientemente seleccionados entre un inhibidor
de GNA11l.

[00136] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
unidos a un enlazador (La), en donde el enlazador (La) es un enlazador escindible y el Gnico o
mas restos de Farmaco son respectiva e independientemente seleccionados entre un inhibidor
de GNAQ y GNA11 (inhibidor de GNAQ/GNAL11).

[00137] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
unidos a un enlazador (L), en donde el enlazador (La) es un enlazador no escindible y el Gnico
0 mas restos de Farmaco son respectiva e independientemente seleccionados entre un
inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNAL11 (inhibidor de
GNAQ/GNA11).

[00138] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
unidos a un enlazador (La), en donde el enlazador (La) es un enlazador no escindible y el tUnico
0 mas restos de Farmaco son respectiva e independientemente seleccionados entre un
inhibidor de GNAQ.

[00139] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de

Anticuerpo Farmaco de la invencion comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
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unidos a un enlazador (La), en donde el enlazador (La) es un enlazador no escindible y el Unico
0 mas restos de Farmaco son respectiva e independientemente seleccionados entre un
inhibidor de GNA11.

[00140] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de
Anticuerpo Farmaco de la invencién comprende uno o mas restos de Farmaco covalentemente
unidos a un enlazador (L), en donde el enlazador (La) es un enlazador no escindible y el tnico
0 mas restos de Farmaco son respectiva e independientemente seleccionados entre un
inhibidor de GNAQ y GNA11 (inhibidor de GNAQ/GNAL11).

[00141] En otro aspecto, el enlazador (La) del resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del

Conjugado de Anticuerpo Farmaco de la invencion tiene la siguiente férmula:

/X1\ /L1 /Y1\
}2% L2 \X2 fj\

en donde:
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;

X2 es un espaciador autoinmolativo;

** | *%* I1'77 *%* O‘}?: **
Lk Lk

|
whmo ¥_P=o ¥__t=o =y t=o :

Y1 es H O , O , ,
O}L%/ *%* OI}"%/ **
* &
E{O/&O 0 *}L‘L (6]

indica el otro punto de union;

, donde el * de Y indica el punto de union a Xz y el ** de Y1

L, es un enlazador peptidico bivalente, y
L. es un enlace o un enlazador.
[00142] En otro aspecto, el resto Enlazador-Farmaco, ((La-(D)n))), del Conjugado de

Anticuerpo Farmaco de la invencion tiene la siguiente férmula:

X, Pp?
iL’E \L/ x5 b

en donde:
D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNA11;
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;

X2 es un espaciador autoinmolativo;
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o ke
** *%* *%* - **
ne o Lk

I I
o %, Ao oo gz WK 0 K

Y; es OH O , OH , OH ,
0377/** OzlLy/**

* /&
oo o 0N

indica el punto de union a D;

, donde el * de Y; indica el punto de unién a Xz y el ** de Y,

L1 es un enlazador peptidico bivalente, y

L, es un enlace o un enlazador.

Compuestos de Enlazador-Farmaco (Lg-(D)n)

[00143] En un aspecto el Enlazador-Farmaco de la invencion es un compuesto que tiene
la estructura de la Férmula (B), o estereoisémeros o sales farmacéuticamente aceptables del
mismo,
R8-Lg-(D)n (B)
en donde:
D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNAL11,
R® es un grupo reactivo;
Ls es un enlazador escindible o un enlazador no escindible, y
nesl, 2, 304
[00144] En un aspecto el Enlazador-Farmaco de la invencién tiene la estructura de la
Férmula (B), o estereoisémeros o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en donde
D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNAL11,
R® es un grupo reactivo;
Ls es un enlazador escindible que comprende uno o0 mas componentes enlazadores
seleccionados entre un espaciador autoinmolativo, un grupo fosfato, un grupo carbonato
y un enlazador peptidico bivalente, y
nesl 2, 304.
[00145] En un aspecto el Enlazador-Farmaco de la invencion es un compuesto que tiene
la estructura de la Férmula (B-1), o estereoisomeros o sales farmacéuticamente aceptables del
mismo,

R%_ P
/ N
L5 X2 D (B-1)

en donde;:
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D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNA11;
R&es un grupo reactivo;

X2 es un espaciador autoinmolativo;

| * % |** 0577/** O‘}S:**
| * “"IL"" * [ | A EE . M'Mt*
* o P= S = N P= * P=
5h=0 W =0 K h=0  xyh=0 *;z& WA
Y, es OH | OH | OH , OH , O "o 0,

OI}LL;/ *%* O}%/ *%*
* /&
oo, 0N

indica el punto de unioén a D;

, donde el * de Y indica el punto de union a X, y el ** de Y:

L1 es un enlazador peptidico bivalente, y
L. es un enlace o un enlazador.

[00146] Ciertos aspectos y ejemplos de los compuestos de Enlazador-Farmaco de la
invencion se proveen en la siguiente lista de formas de realizacion adicionales. Se
reconocera que las caracteristicas especificadas en cada forma de realizacion pueden
combinarse con otras caracteristicas especificadas para proporcionar otras formas de
realizacién de la presente invencion.

[00147] Forma de realizacién 1. El compuesto de la Férmula (B) o la Formula (B-1), o

estereoisomeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde D es un inhibidor

de GNAQ.

[00148] Forma de realizacién 2. El compuesto de la Férmula (B) o la Féormula (B-1), o

estereoisomeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde D es un inhibidor

de GNAL1l.

[00149] Forma de realizacién 3. El compuesto de la Férmula (B) o la Formula (B-1), o

estereoisbmeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde D es un inhibidor

de GNAQ y GNALL.

[00150] Forma de realizacién 4. El compuesto de la Férmula (B) o la Formula (B-1), o

estereoisomeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde D es
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OHN,,, ']' LN
H z
R2 N,
T
(0]
¢
*xk |

en donde R° es metilo o etilo, IR es metilo o isopropilo, R? es metilo o etilo, y el *** indica el

punto de unién a Lg 0 Y;.
[00151] Forma de realizacién 5. El compuesto de la Férmula (B) o la Formula (B-1), o

estereoisbmeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde D es

w?

*k%

donde el *** indica el punto de unién a Lg 0 Yi.

[00152] Forma de realizacién 6. El compuesto de la Férmula (B) o la Férmula (B-1), o

estereoisomeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde D es
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donde el *** indica el punto de unién a Lg 0 Yi.
[00153] Forma de realizacién 7. El compuesto de la Férmula (B) o la Formula (B-1), o

estereoisomeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde D es

(0]
(0)
A,
., NH | 0o
L
N (0] - NH
N (0] 0] (0]
"N io)\
AN, AN oSO
H © Iz
N,
Yo
0]
(@)

v

*k% |

donde el *** indica el punto de unién a Lg 0 Yi.
[00154] Forma de realizacién 8. El compuesto de la Férmula (B) o la Formula (B-1), o
estereoisomeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene la estructura de

la Férmula (B-2), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:
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OH (B-2),

en donde:

R? es metilo o etilo;

R! es metilo o isopropilo;

R? es metilo o etilo, y

X2, L1, Lo y R® son tal cual han sido definidos en los compuestos de la Férmula (B-1)

precedente.
[00155] Forma de realizacion 9. El compuesto de la Férmula (B), la Formula (B-1) o la
Formula (B-2), o estereoisémeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene

la estructura de la Férmula (B-2a), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

(B-2a),

en donde;
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Xz, L1, L2 y R® son tal cual han sido definidos en los compuestos de la Férmula (B-1)
precedente.
[00156] Forma de realizacion 10. El compuesto de la Formula (B), la Férmula (B-1) o la
Formula (B-2), o estereoisémeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene

la estructura de la Férmula (B-2b), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

(B-2b),
en donde:
X2, L1, Lo y R® son tal cual han sido definidos en los compuestos de la Férmula (B-1)
precedente.
[00157] Forma de realizacion 11. El compuesto de la Formula (B), la Férmula (B-1) o la
Férmula (B-2), o estereoisbmeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene

la estructura de la Férmula (B-2c), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

(B-2c),
en donde;:
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X2, L1, Lo y R® son tal cual han sido definidos en los compuestos de la Férmula (B-1)
precedente.
[00158] Forma de realizacién 12. El compuesto de la Férmula (B) o la Férmula (B-1), o
estereoisomeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene la estructura de

la Férmula (B-3), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

(B-3),
en donde:
R? es metilo o etilo;
R! es metilo o isopropilo;
R? es metilo o etilo, y
X2, L1, L2 y R® son tal cual han sido definidos en los compuestos de la Formula (B-1)
precedente.
[00159] Forma de realizacién 13. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la
Férmula (B-3), o estereoisbmeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene

la estructura de la Férmula (B-3a), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:
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Rs\ L1 /&
5 x

2 0 (B-3a),
en donde:
Xz, L1, L2 y R® son tal cual han sido definidos en los compuestos de la Férmula (B-1)
precedente.
[00160] Forma de realizacién 14. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la
Férmula (B-3), o0 estereoisbmeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene

la estructura de la Férmula (B-3b), 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

0
o,
,,,/ENH ' o__o
“NSo ""'ZNH
L_0 0.0
W Kf (o) O)\
H -

/

N,

RB\L{ L1\x (B-3b),
en donde:
X2, L1, L2 y R® son tal cual han sido definidos en los compuestos de la Férmula (B-1)
precedente.
[00161] Forma de realizacién 15. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la
Formula (B-3), o estereoisémeros o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene

la estructura de la Férmula (B-3c), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:
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(B-3c),
en donde:
X2, L1, Lo y R® son tal cual han sido definidos en los compuestos de la Férmula (B-1)
precedente.
[00162] Forma de realizacién 16. El compuesto de la Férmula (B-2) de la Forma de
realizacién 8, la Férmula (B-3) de la Forma de realizacion 12, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:
en donde:
R? es metilo o etilo;
R! es metilo o isopropilo;

R? es metilo o etilo;

X2 es un espaciador autoinmolativo seleccionado entre  H ,

W @Aﬁ**
*\;\” Oﬂ ok g f** ﬁ

* H
v @fﬁ** }f o Q/Hgﬂoﬁi**

ol ﬁ ¥ew

65

, donde el * de X»



o}‘/
I
3h=0
indica el punto de unién a L; y el ** de X indica el punto de unién al grupo  OH  oel

o}’;

punto de unién al grupo }9 O
L1 es un enlazador peptidico bivalente que comprende 2 a 4 residuos de aminoacidos;

L. es un enlazador,

—%—N I
R® se selecciona entre O |, -Ng, -ONHz, -NR*C(=0)CH=CH, SH, -SSR%, -
S(=0)2(CH=CH,), -NR*S(=0),(CH=CH,), -NR*C(=0)CH.Br, -NR*C(=O)CHjl, -

R4
[

L
NHC(=O)CHzBr, —NHC(=O)CH2I, —C(=O)NHNH2, o) , -CO2H, -NH3,

F — R
] ] OF]:EL o O H ? TR
i ]il L LA 5y
o g %2 O F - N 0=
S X I "a otg’ 5 ’§C_CH’}HI/
R6
O // (R")1

—(R%122 // /
o>/% N}—%—

, O 0

donde:

cada R* es independientemente seleccionado entre H y alquilo C;-Cg;

cada R® es independientemente seleccionado entre H, alquilo C:-Cg, F, Cl, y —OH;

cada R® es independientemente seleccionado entre H, alquilo C:-Cg, F, Cl, -NH, -
OCHgs, -OCH2CHjs, -N(CHgs)2, -CN, -NO;, y —OH,

y

cada R’ es independientemente seleccionado entre H, alquilo Ci., fluoro, benciloxi
sustituido con —C(=0)OH, bencilo sustituido con —C(=0)OH, C1.4 alcoxi sustituido
con —C(=0O)OH y alquilo C1.4 sustituido con —C(=0O)OH.
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[00163] Forma de realizacién 17. El compuesto de cualquiera de las Formas de
Realizacién 1 a 16, en donde X: es un espaciador autoinmolativo seleccionado entre

a** Z{ ]Qd\**

* H ¥ H ﬁ’iLL** * H
Vot O w ﬁf‘“
o) 0 o)
o OH o ~OH o~ -OH
HO OH HO OH HO OH
OH , OH y O OH , donde el * de X indica

el punto de union a L; y el ** de Xz indica el punto de unidn a Y1, el punto de unién al grupo
5

(Ij o}’;

}S/IT:O

OH o el punto de unién al grupo % O,

[00164] Forma de realizacién 18. El compuesto de cualquiera de las Formas de
. ey
- **
oy
Realizacion 1 a 17, en donde X; es H , donde el * de X; indica el punto de

o};
I
=0
unién a Ly y el ** de Xzindica el punto de unién a Y1, el punto de unién al grupo  OH o el

o}’;

punto de unién al grupo }77 o

[00165] Forma de realizacién 19. El compuesto de cualquiera de las Formas de
Realizacién 1 a 18, en donde L; es un enlazador peptidico bivalente que comprende 2 a 4
residuos de aminoécidos.

[00166] Forma de realizacién 20. El compuesto de cualquiera de las Formas de
Realizacién 1 a 18, en donde L; es un enlazador peptidico bivalente que comprende un residuo
de aminoacido seleccionado de valina, citrulina, lisina, isoleucina, fenilalanina, metionina,

asparagina, prolina, alanina, leucina, triptéfano y tirosina.
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[00167] Forma de realizacién 21. El compuesto de cualquiera de las Formas de
Realizacién 1 a 18, en donde L, es un enlazador peptidico bivalente que comprende al menos
un residuo de valina (Val) o citrulina (Cit).

[00168] Forma de realizacién 22. El compuesto de cualquiera de las Formas de
Realizacién 1 a 18, en donde L; es un enlazador dipeptidico bivalente seleccionado entre
ValCit, PheLys, ValAla y ValLys.

[00169] Forma de realizaciéon 23. El compuesto de cualquiera de las Formas de

Realizacion 1 a 18, en donde L; es un enlazador dipeptidico bivalente seleccionado entre

* H O %x
\g\N\gTN\.)J\;\ - H\)O‘\ K%
z * o~
"o _\L H o : 5\
(0]
jl\H \ *\g\l\ITH\;)L 5\**
O™ NHz (valCit), NHz (PheLys), H O - (ValAla),
i)j\NHﬁ *%
* H O * NN N
N 2 e
H O \L

\ w

NH2 (valLys) y O” NHz(LeuCit), donde el * de L; indica el punto de
unién a L, y el ** de L, indica el punto de union a Xa.
[00170] Forma de realizacién 24. El compuesto de cualquiera de las Formas de
Realizacién 1 a 18, en donde L; es ValCit.
[00171] Forma de realizacién 25. El compuesto de cualquiera de las Formas de

Realizacion 1 a 18, en donde

* O %%

s NI
ng ¥
\LNH

L1 es O NHy (ValCit), donde el * de L; indica el punto de unibn a L, y el ** de L,

indica el punto de union a X..

[00172] Forma de realizacién 26. El compuesto de cualquiera de las Formas de
Realizacion 1 a 25, en donde L, es un enlazador.
[00173] Forma de realizacién 27. El compuesto de cualquiera de las Formas de

Realizacion 1 a 25, en donde L, es un enlazador seleccionado entre:
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-*C(=0)((CH2)mO)p(CH2)m**-, -*C(=0)(CH2)m**-, -*C(=0)(CH2)nNHC(=0)(CH2)m**-, -
*C(=0)(CH2)mNHC(=0)((CH2)mO)p(CH2)m**-, -* ((CH2)mO)p(CH2)m**-, -*
((CH2)mO)p(CH2)m**-, -(CH2)m-, -*(CH2)mNHC(=O)(CHy2)m**-, -*
(CH2)nNHC(=0)(CHz)nC(=0)NH(CHz)i**-, -* ((CHz)mO)p(CH2)mNHC(=0)(CHz)n**-, -*
*((CH2)mO)pCH2)mC(=O)NH(CH2)m**-, -* (CH2)mC(R3)2**-, y -*
(CH2)mC(R3)2SS(CH2)mNHC(=0)(CH)m**-, donde el * de L. indica el punto de union
alL;yel* deL;indica el punto de union a Rg;

y en donde:

cada R3 es independientemente seleccionado entre H y alquilo C;-Ceg;

cada m es independientemente seleccionado entre 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9y 10,y

cada p es independientemente seleccionado entre 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13y 14.

[00174] Forma de realizacién 28. El compuesto de cualquiera de las Formas de
Realizacién 1 a 25, en donde L; es -*C(=0)((CH2)mO)p(CH2)m**- 0 -*C(=0)(CH2)m**-, donde el *
de L indica el punto de unién a L1 y el ** de L. indica el punto de unién a Rs,
y en donde cada m es independientemente seleccionado entre 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9010y
pesl, 2 ,345,6,7,8,9, 10,11, 12, 13 0 14.

[00175] Forma de realizacién 29. El compuesto de cualquiera de las Formas de

fﬂ/vox/\;f
0

*%k *

;:‘j“/\/\/}‘f *%k
Realizacion 1 a 25, en donde L, es , ) ,0
*

;ffﬂ/\:%: *%*

o , donde el * de L, indica el punto de unién a L, y el ** de L. indica el punto de
union a Rs.

[00176] Forma de realizacién 30. El compuesto de cualquiera de las Formas de

o)
Realizacion 1 a 29, en donde R® es O | -Ns, -ONH, -NR*C(=0)CH=CHz, SH, -SSR*3, -
S(=0)2(CH=CHb,), -NR*S(=0)2(CH=CHy), -NR*C(=0)CH:Br, -NR*C(=0)CH,l, -NHC(=O)CH.Br, -
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N H oF 1 FoooF I
L\f }ej\ ;%)koj@:F }%)koj:i\F
Foo, Foo

NHC(=0)CHoal, -C(=O)NHNH, O , -CO2H, -NH,
__ R® -
— RS (:\
3 N ——(R%);2
EJ\ E T )i/> -C=CH HHI %_/
RB
// O // (R) (R")12
O . % ) 1-2 // /
ry _ o
L , O>/% 0 O | en donde:

cada R* es independientemente seleccionado entre H y alquilo C1-Cg;

cada R°® es independientemente seleccionado entre H, alquilo C1-Cs, F, Cl, y —OH;

cada R® es independientemente seleccionado entre H, alquilo C1-Cg, F, Cl, -NH, -
OCHjs, -OCH2CHgs, -N(CHg)2, -CN, -NO, y —OH,

y

cada R’ es independientemente seleccionado entre H, alquilo Ci., fluoro, benciloxi
sustituido con —C(=0)OH, bencilo sustituido con —C(=0O)OH, C1.4 alcoxi sustituido
con —C(=0O)OH y alquilo C1.4 sustituido con —C(=0O)OH.

[00177] Forma de realizacién 31. El compuesto de cualquiera de las Formas de

0]

F F o
—%—N | oF F oF o]
%koj;/?[F }1&)&0 . }ako/N

Realizacion 1 a 29, en donde R® es O ,-ONH, Foo, F o °
[00178] Forma de realizacién 32. El compuesto de cualquiera de las Formas de

0

_E_N |
Realizacion 1 a 29, en donde R® es 0
[00179] Forma de realizacién 33. El compuesto de la Férmula (B-2) de la Forma de

realizacion 8, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

en donde:
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R es metilo o etilo;
R! es metilo o isopropilo;
R? es metilo o etilo;

« o /b’{* *
e T

X,es H , donde el * de X; indica el punto de unién a L1 y el ** de Xz
o};
I
510
indica el punto de unién al grupo  OH ;

* O %%

o RN
ng ¥
\LNH

L, es O NH: (valCit), donde el * de L, indica el punto de unién a L, y el ** de L,

indica el punto de union a Xa;

\;r?jﬂ/\/o\/\ﬁ o *}HJT]/\}L: *%
(0] 0 0]

L.y el ** de L, indica el punto de union a Rg,

L, es , donde el * de L, indica el punto de unién a

y
0
—%—N I
R® es o
[00180] Forma de realizacién 34. El compuesto de la Férmula (B-3) de la Forma de

realizacién 12, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:
en donde:

R? es metilo o etilo;

R! es metilo o isopropilo;

R? es metilo o etilo;
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N o~ <13
. O

N
X,es H , donde el * de X; indica el punto de unién a L1 y el ** de Xz

o}{

indica el punto de union al grupo }% O,

* o)
H *%
N ES
H O \L
NH
L. es O” NHz (valCit), donde el * de L; indica el punto de unién a L2y el ** de Ly

indica el punto de union a Xa;

\fﬂ/\/o\/\;‘f *;ﬁn/yﬂg *k
0 o O

L. y el ** de L, indica el punto de union a Rg,

**

L, es , donde el * de L; indica el punto de union a

y
0]
—%—N I
R® es o
[00181] Forma de realizacién 35. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-2), en donde el compuesto es
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HN
H,N™ 0 (B1).
[00182] Forma de realizacién 36. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-2), en donde el compuesto es

o o =
o
HZNAO (B2).
[00183] Forma de realizacién 37. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-2), en donde el compuesto es
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(B3).
[00184] Forma de realizacién 38. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la
Formula (B-2), en donde el compuesto es

HN
HoN O (B4)
[00185] Forma de realizacion 39. El compuesto de la Formula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-2), en donde el compuesto es
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H,N™ ~O (B5).
[00186] Forma de realizacién 40. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la

Férmula (B-2), en donde el compuesto es

HN
H,N™ ~O (B6).
[00187] Forma de realizacién 41. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-3), en donde el compuesto es
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HN
HN" "0 (B7).
[00188] Forma de realizacion 42. El compuesto de la Formula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-3), en donde el compuesto es

0._0

O o |
o/go
NSRS se
(o] (@] _j

HN
HZNAO (88).
[00189] Forma de realizacién 43. El compuesto de la Férmula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-3), en donde el compuesto es

76



gLOJHI(V)fH?HQAOAO

e
HN™ ~O (89).
[00190] Forma de realizacion 44. El compuesto de la Formula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-3), en donde el compuesto es

8 Ho & i H
° J
PN
HN" "0 (B10).
[00191] Forma de realizacion 45. El compuesto de la Formula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-3), en donde el compuesto es
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\ Ho & S H
° J
e
HN" 0 (B11).
[00192] Forma de realizacion 46. El compuesto de la Formula (B), la Férmula (B-1) o la

Formula (B-3), en donde el compuesto es

HN" 0 (B12).

Conjugado de Anticuerpo Farmacos

[00193] En un aspecto, el Conjugado de Anticuerpo Farmaco de la invencion es un
conjugado de la Férmula (C):
Ab-(La-(D)n)y ©)
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en donde:
D es un resto de farmaco;
Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana,;
Laes un enlazador;
nesl 2,304,y
yesl, 2 304,
en donde el resto Enlazador-Farmaco (La-(D).) esta covalentemente unido al anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo.
[00194] En un aspecto, el Conjugado de Anticuerpo Farmaco de la invencion tiene la
estructura de la Formula (C), en donde:
D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNAL11,
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana;
La es un enlazador escindible que comprende uno o0 mas componentes enlazadores
seleccionados entre un espaciador autoinmolativo, un grupo fosfato, un grupo carbonato
y un enlazador peptidico bivalente;
nesl 2,304,y
yesl, 2 304,
en donde el resto Enlazador-Farmaco (La-(D)n) esta covalentemente unido al anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo.
[00195] En un aspecto, el Conjugado de Anticuerpo Farmaco de la Férmula (C) es un
conjugado de la Férmula (C-1):

Xio, b Y
Ab Ly \Xz/ D

Y
en donde:
D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11 o un inhibidor de GNAQ y GNA11;
Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana;
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;

X2 es un espaciador autoinmolativo;
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| %% | Kk

0377/ *%* O:LL': *%*
b= '

* | * |
=0 3 P=0 3 P= *o P=
* 5 P=0 ¥ ~h=0 f{o/l 0 *3-F=0
OH OH

| k%
R AAAY

Ny Fo N

|
Y; es OH OH

0377/** OL/%:**
* /&
o No o "%

indica el punto de union a D;

) ) ’

, donde el * de Y, indica el punto de unién a Xz y el ** de Y,

L1 es un enlazador peptidico bivalente;

L. es un enlace o un enlazador, y

yesl, 2, 304
[00196] En los conjugados de la Férmula (C), uno o mas restos Enlazador-Farmaco (Lg-
(D)n) pueden estar covalentemente unidos al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, Ab, por medio de lo cual une covalentemente uno o mas restos de farmaco, D, al
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo, Ab, a través del enlazador, La. La es
cualquier resto quimico capaz de enlazar el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, Ab, a uno o mas restos de farmaco, D. Los conjugados de la Férmula (C), en donde
uno o mas restos de farmaco, D, estan covalentemente unidos a un anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo, Ab, pueden formarse usando un reactivo enlazador bifuncional o
multifuncional que tiene uno o mas grupos funcionales reactivos que son iguales o diferentes.
Uno de los grupos funcionales reactivos del reactivo enlazador bifuncional o multifuncional se
usa para reaccionar con un grupo en el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo,
Ab, a modo de ejemplo, un tiol 0 una amina (por ejemplo, una cisteina, un N-terminal o una
cadena lateral de aminoacidos como lisina) para formar un enlace covalente con un extremo
del enlazador La. Tales grupos funcionales reactivos del reactivo enlazador bifuncional o
multifuncional incluyen, pero no se limitan a, una maleimida, un tiol y un éster de NHS. El otro
grupo o grupos funcionales reactivos del reactivo enlazador bifuncional o multifuncional se usan
para unir covalentemente uno o mas restos de farmaco, D, al enlazador La.
[00197] En un aspecto, La es un enlazador escindible. En otro aspecto, La es un
enlazador no escindible. En algunos aspectos, La es un enlazador &cido-labil, enlazador foto-
labil, enlazador escindible con peptidasa, enlazador escindible con esterasa, enlazador
escindible con glucosidasa, enlazador escindible con fosfodiesterasa, un enlazador reducible

con un enlace disulfuro, un enlazador hidréfilo o un enlazador a base de acido dicarboxilico.
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[00198] En un aspecto, La es un enlazador escindible que comprende uno o mas
componentes enlazadores seleccionados entre un espaciador autoinmolativo, un grupo fosfato,
un grupo carbonato y un enlazador peptidico bivalente.

[00199] En un aspecto, La es un enlazador escindible que comprende uno o mas
componentes enlazadores seleccionados entre un espaciador autoinmolativo, un grupo fosfato,
un grupo carbonato, un enlazador péptido bivalente y un grupo de acoplamiento bivalente.
[00200] En un aspecto, La es un enlazador escindible que comprende uno o mas
componentes enlazadores seleccionados entre un espaciador autoinmolativo, un grupo fosfato
y un enlazador péptido bivalente.

[00201] En un aspecto, La es un enlazador escindible que comprende uno o mas
componentes enlazadores seleccionados entre un espaciador autoinmolativo, un grupo fosfato,
un enlazador péptido bivalente y un grupo de acople bivalente.

[00202] En otro aspecto, el enlazador (La) tiene la siguiente férmula:

X4 L, Y,

- ~ / / N
}a&L L2 \X2 fj\
en donde:

X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;

X2 es un espaciador autoinmolativo;

|k | K%

AvAavy

| k% | k%
NAAYY

O‘}L%/ *% (l):LLL;/ *%

| * | * |
b0 ¥ Pro ¥ r=o xyE=o :

Y, is OH , , OH , OH O
O}iy/** O}%/**

* /&

Koo 4 "N

indica el otro punto de union;

, donde el * de Y indica el punto de union a Xz, y el ** de Y1

L. es un enlazador peptidico bivalente, y
L. es un enlace o un enlazador.

[00203] En otro aspecto, el enlazador (La) tiene la siguiente formula:

Xy, b Y,
S
en donde;

X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;

X2 es un espaciador autoinmolativo;
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| %% | Kk

0377/ *% O:LL': *%*
Ty L b Ft
* /P: ~ P—= N, :O * :O

=0 =0 W e

Y1 es OH | OH | OH or OH donde el * de Y; indica el punto
de unién a Xz;

L1 es un enlazador peptidico bivalente, y
L, es un enlace o un enlazador.

[00204] En otro aspecto, el enlazador (La) tiene la siguiente formula:

Xy, b Y,
S
en donde:

X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;

X2 es un espaciador autoinmolativo;

Lk |k O}f** O:CL%/ *%
* S *
*/ /& \57‘5 \f:v /& * /&
Y. es & 0 , \O&O, "o O or :’3 O | donde el * de Y; indica el punto

de unién a X;;

L1 es un enlazador peptidico bivalente, y

L. es un enlace o un enlazador.
[00205] Si bien la relacién farmaco/anticuerpo tiene un valor entero exacto para una
molécula de conjugado especifica (por ejemplo, el producto de n e y en la Férmula (C), se
entiende que el valor a menudo sera un valor promedio cuando se use para describir un
muestra que contiene muchas moléculas, debido a cierto grado de heterogeneidad, tipicamente
asociada con la etapa de conjugacion. La carga promedio para una muestra de un conjugado
se denomina en la presente relacion farmaco/anticuerpo, o “DAR.” En algunos aspectos, la
DAR oscila entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5, y tipicamente es de
aproximadamente 1, 2, 3, 0 4. En algunos aspectos, por lo menos 50% de una muestra en
peso es un compuesto que tiene una DAR promedio mas o menos 2, y preferiblemente por lo
menos 50% de la muestra es un conjugado que contiene la DAR promedio mas o menos 1.
Otros aspectos incluyen conjugados en donde la DAR es de aproximadamente 2. En algunos
aspectos, una DAR de ‘aproximadamente y’ significa que el valor medido para DAR esta dentro
del 20% del producto de n e y en la Férmula (l). En algunos aspectos, una DAR de
‘aproximadamente n’ significa que el valor medido para DAR esta dentro del 20% de n en la

Férmula (I1).
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[00206] En un aspecto, la relacién molar promedio del farmaco al anticuerpo en los
conjugados de la Férmula (C) (es decir, el valor promedio del producto de n e y, también
conocida como relaciéon de farmaco a anticuerpo (DAR)) oscila entre aproximadamente 1y
aproximadamente 10, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 6 (por ejemplo, 0,9, 1,0,
1,1,12,13,1,4,15,16,1,7,1.8,1,9,2,0,2,1, 2,2,2,3,2,4,25,2,6,2,7,2.8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2,
3,3,34,35,36,3,7,38,39,40,4,1,4,2,43,44,45,4,6,4,7,4.8,49,5,0,5,1, 5,2, 5,3, 54,
5,5, 5,6, 5,7, 5.8, 5,9, 6,0), entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5, entre
aproximadamente 1,5 y aproximadamente 4,5, o entre aproximadamente 2 y aproximadamente
4.

[00207] En un aspecto de acuerdo con la invencion, el conjugado tiene una pureza
sustancialmente alta y tiene una 0 mas de las siguientes caracteristicas: (a) mas que
aproximadamente 90% (por ejemplo, mas que o tanto como aproximadamente 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100%), preferentemente mas que aproximadamente 95%,
de las especies del conjugado son monomeéricas, (b) el nivel de enlazador sin conjugar en la
preparacion del conjugado es menor que aproximadamente 10% (por ejemplo, menos que o
tanto como aproximadamente 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, o 0%) (con relacion al
enlazador total), (c) menos que 10% de las especies del conjugado estan entrecruzadas (por
ejemplo, menos que o tanto como aproximadamente 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, o
0%), (d) el nivel de farmaco libre (inhibidor de agregacion de plaquetas inducido por ADP, por
ejemplo, un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11, o un inhibidor de GNAQ y GNA11) en
la preparacion del conjugado es menos que aproximadamente 2% (por ejemplo, menos que o
tanto como aproximadamente 1,5%, 1,4%, 1,3%, 1,2%, 1,1%, 1,0%, 0,9%, 0.8%, 0,7%, 0,6%,
0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,2%, 0,1%, o 0%) (mol/mol con relacién al farmaco total).

[00208] Ciertos aspectos y ejemplos del Conjugado de Anticuerpo Farmacos de la
invencién se proveen en la siguiente lista de formas de realizacion adicionales. Se reconocera
gue las caracteristicas especificadas en cada forma de realizaciéon pueden combinarse con

otras caracteristicas especificadas para proporcionar otras formas de realizacién de la presente

invencion.

[00209] Forma de realizacién 47. El conjugado de la Férmula (C) o la Férmula (C-1), en
donde D es un inhibidor de GNAQ.

[00210] Forma de realizacion 48. El conjugado de la Férmula (C) o la Férmula (C-1), en
donde D es un inhibidor de GNA11.

[00211] Forma de realizacion 49. El conjugado de la Férmula (C) o la Férmula (C-1), en

donde D es un inhibidor de GNAQ y GNA11.
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[00212] Forma de realizacién 50. El conjugado de la Férmula (C) o la Férmula (C-1), en
donde D es

en donde R° es metilo o etilo, R; es metilo o isopropilo, Rz es metilo o etilo, y el *** indica el
punto de unién a La 0 Yi.
[00213] Forma de realizacion 51. El conjugado de la Férmula (C) o la Férmula (C-1), en

N,

\LNUI

RS

donde D es

HN,,,
! o}
o}
o)

donde el *** indica el punto de union a La 0 Yi.
[00214] Forma de realizacién 52. El conjugado de la Férmula (C) o la Férmula (C-1), en

donde D es
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donde el *** indica el punto de unién a La 0 Y;.
[00215] Forma de realizacién 53. El conjugado de la Formula (C) o la Férmula (C-1), en

donde D es

donde el *** indica el punto de unién a La 0 Yi.
[00216] Forma de realizacion 54. El conjugado de la Férmula (C) o la Férmula (C-1),

que tiene la estructura de la Férmula (C-2):
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y (C'Z),
en donde:
RC es metilo o etilo;

R! es metilo o isopropilo;
R? es metilo o etilo;
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la
proteina PMEL17 humana;
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;
X2 es un espaciador autoinmolativo;
L. es un enlazador peptidico bivalente;
L, es un enlace o un enlazador, y
yesl, 2 304
[00217] Forma de realizacién 55. El conjugado de la Formula (C) o la Férmula (C-1),

gue tiene la estructura de la Formula (C-2a):
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y (C-2a),
en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la

proteina PMEL17 humana,;
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;
X2 es un espaciador autoinmolativo;
L1 es un enlazador peptidico bivalente;
L, es un enlace o un enlazador, y
yesl, 2 304
[00218] Forma de realizacién 56. El conjugado de la Formula (C) o la Férmula (C-1),

gue tiene la estructura de la Formula (C-2b):
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y (C-2b),
en donde:

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la

proteina PMEL17 humana;

X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;

X2 es un espaciador autoinmolativo;

L, es un enlazador peptidico bivalente;

L, es un enlace o un enlazador, y

yesl, 2,304
[00219] Forma de realizacion 57. El conjugado de la Férmula (C) o la Formula (C-1),
que tiene la estructura de la Férmula (C-2c¢):
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y (C-2c),
en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la

proteina PMEL17 humana,;
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;
X2 es un espaciador autoinmolativo;
L. es un enlazador peptidico bivalente;
L, es un enlace o un enlazador, y
yesl, 2 304
[00220] Forma de realizacién 58. El conjugado de la Formula (C) o la Férmula (C-1),

gue tiene la estructura de la Formula (C-3):
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y (C-3),
en donde:
RC es metilo o etilo;

R! es metilo o isopropilo;
R? es metilo o etilo;
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la
proteina PMEL17 humana,;
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;
X2 es un espaciador autoinmolativo;
L. es un enlazador peptidico bivalente;
L, es un enlace o un enlazador, y
yesl, 2 304
[00221] Forma de realizacion 59. El conjugado de la Férmula (C) o la Férmula (C-1),

que tiene la estructura de la Férmula (C-3a):
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y (C-3a),
en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la

proteina PMEL17 humana,;
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;
X2 es un espaciador autoinmolativo;
L1 es un enlazador peptidico bivalente;
L, es un enlace o un enlazador, y
yesl, 2 304
[00222] Forma de realizacién 60. El conjugado de la Formula (C) o la Férmula (C-1),

gue tiene la estructura de la Formula (C-3b):
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y (C-3b),
en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la

proteina PMEL17 humana,;
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;
X2 es un espaciador autoinmolativo;
L. es un enlazador peptidico bivalente;
L, es un enlace o un enlazador, y
yesl, 2 304
[00223] Forma de realizacién 61. El conjugado de la Formula (C) o la Férmula (C-1),

gue tiene la estructura de la Formula (C-3c):
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y (C-3c),
en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la

proteina PMEL17 humana,;

X1 es un grupo de acoplamiento bivalente;

X2 es un espaciador autoinmolativo;

L1 es un enlazador peptidico bivalente;

L, es un enlace o un enlazador, y

yesl, 2 304
[00224] Forma de realizacién 62. El conjugado de la Férmula (C-2) de la Forma de
realizacién 54 o El conjugado de la Férmula (C-3) de la Forma de realizacién 58:

en donde:
RO es metilo o etilo;

R! es metilo o isopropilo;

R? es metilo o etilo;

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana;
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X2 es un espaciador autoinmolativo seleccionado entre H ,

* H * H
My Sypypre
(0]
o 0
WO O
Y N HO oH HO oH
H . H , OH , O OH

*

OE** ;” e

ﬁ YQI

, donde el * de X; indica el punto de union
o}‘/
[

5=0

a Liy el ** de Xz indica el punto de unién al grupo  OH o el punto de unién al grupo

o}{
5N

L: es un enlazador peptidico bivalente que comprende 2 a 4 residuos de amino&cidos;
L2 es un enlazador;

(0] **
**

X1 es un grupo de acoplamiento bivalente seleccionado entre

/O* | *

O
HO %{ s
- /O
*k 5** hn ek
o] , -*NR*C(=0)CHz**-, -

*NHC(ZO)CHz**-, -*S(ZO)2CH2CH2**-, -* (CH2)25(20)2CH2CH2**-, -
*NR*S(=0),CH2CH2**-, -*NR*C(=0)CH2CH2**-, -NH-, -C(=0)-, -*NHC(=0) **-,
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© , , O | *x donde el * de X, indica
el punto de unién a L, y el ** de X; indica el punto de unién a Ab;
y en donde:
cada R* es independientemente seleccionado entre H y alquilo C1-Cg;
cada R® es independientemente seleccionado entre H, alquilo C1-Cs, F, Cl, y —OH;
cada R°® es independientemente seleccionado entre H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH, -
OCHg3;, -OCH,CHjs, -N(CHg3)2, -CN, -NO;, y —OH,
y
cada R’ es independientemente seleccionado entre H, alquilo Ci., fluoro, benciloxi
sustituido con —C(=0)OH, bencilo sustituido con —C(=0)OH, C;.4 alcoxi sustituido
con —C(=0)OH y alquilo Ci.4 sustituido con —C(=0)OH,

y
yesl 2, 304.
[00225] Forma de realizacién 63. El conjugado de cualquiera de las Formas de

Realizacion 54 a 62, en donde X es un espaciador autoinmolativo seleccionado entre

* H
o My
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OH , OH y O OH , donde el * de Xz indica

el punto de union a L; y el ** de X; indica el punto de unién a Y; o el punto de unién al grupo
5
CI) o}’;

30
OH 0 el punto de unién al grupo % O,

[00226] Forma de realizacién 64. El conjugado de cualquiera de las Formas de
. ey
- *%*
.
Realizacion 54 a 63, en donde X; es H , donde el * de X; indica el punto de

o}{

I
510
union a Ly y el ** de X, indica el punto de union a Yz o el punto de unién al grupo  OH  oel

o}’;

punto de unién al grupo }77 O,

[00227] Forma de realizacién 65. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacion 54 a 64, en donde L; es un enlazador peptidico bivalente que comprende 2 a 4
residuos de aminoacidos.

[00228] Forma de realizacién 66. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacién 54 a 65, en donde L, es un enlazador peptidico bivalente que comprende un
residuo de aminoacido seleccionado de valina, citrulina, lisina, isoleucina, fenilalanina,
metionina, asparagina, prolina, alanina, leucina, triptéfano y tirosina.

[00229] Forma de realizacién 67. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacién 54-64, en donde L; es un enlazador peptidico bivalente que comprende al menos
un residuo de valina (Val) o citrulina (Cit).

[00230] Forma de realizacién 68. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacion 54 a 64, en donde L, es un enlazador dipeptidico bivalente seleccionado entre
ValCit, PheLys, ValAla y ValLys.
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[00231] Forma de realizacién 69. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacién 54 a 64, en donde L, es un enlazador dipeptidico bivalente seleccionado entre

* H O %%
?\N\Q(N\)L\ H O
A S
NH \ 5 ji”H\)?\;**
0P NH - NH Ho = °
2 (ValCit), 2 (PhelLys), 0 (ValAla),
ﬁ *%*
* H O %% N
;\KNJJ}%}\ * H e} z 5
\ \LE\H
NH2 (valLys)y O” NHz (LeuCit), donde el * de L; indica el punto de

unién a L, y el ** de L, indica el punto de union a Xa.

[00232] Forma de realizacién 70. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacién 54 a 64, en donde L; es ValCit.

[00233] Forma de realizacién 71. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacién 54 a 64, en donde

NS Sy

HO-\L

NH

L; es O NHz (valCit), donde el * de L; indica el punto de unién a L, y el ** de L;
indica el punto de union a X..
[00234] Forma de realizacién 72. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacién 54 a 71, en donde L es un enlazador.
[00235] Forma de realizacién 73. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacion 54 a 71, en donde L, es un enlazador seleccionado entre:
-*C(=0)((CH2)mO)p(CH2)m**-, -*C(=0)(CH2)m**-, -*C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2z)m**-, -
*C(=0)(CH2)mNHC(=0)((CH2)mO)p(CH2)m**-, -* ((CH2)mO)p(CH2)m**-, -*
((CH2)mO)p(CH2)m**-, -(CH2)m~, -*(CH2)mNHC(=0)(CH2)m**-, -*
(CH2)mNHC(=0)(CH2)mC(=O)NH(CH2)m**-, -* ((CH2)mO)p(CH2)mNHC(=0)(CH2)m**-, -*
*((CH2)mO)pCH2)mC(=O)NH(CH2)m**-, -* (CH2)mC(R3)2**-, y -*
(CH2)mC(R3)2SS(CH2)mNHC(=0)(CH2)m**-, donde el * de L, indica el punto de unién
aLiyel* de L, indica el punto de unién a Xu;

y en donde:
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cada R3 es independientemente seleccionado entre H y alquilo C1-Ceg;
cada m es independientemente seleccionado entre 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9y 10,y
cada p es independientemente seleccionado entre 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13y 14.
[00236] Forma de realizacién 74. El conjugado de cualquiera de las Formas de
Realizacion 54 a 71, en donde L; es -*C(=0O)((CH2)mO)p(CH2)m**- 0 -*C(=0)(CH2)m**-, donde el *
de L; indica el punto de unién a L; y el ** de L, indica el punto de union a Xi,
y en donde cada m es independientemente seleccionado entre 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9010y
pesl, 23,45/6,7,8,9, 10, 11, 12, 13 0 14.

[00237] Forma de realizacién 75. El conjugado de cualquiera de las Formas de

**

?}(\/ Oy *;fn/\/\/;ﬁ %

Realizacion 54 a 71, en donde L; es o , O o

}Jfﬂ/wii *%
(0]

unién a X.

, donde el * de L. indica el punto de unién a L1y el ** de L. indica el punto de

[00238] Forma de realizacién 76. El conjugado de cualquiera de las Formas de

Realizacién 54 a 75,

en donde X; es un grupo de acoplamiento bivalente seleccionado entre 0 ,

T
T
/O* *

0]
* S};\** HO :
N —%— H ** NH N-©
% * HO ok S S SHk w,v,v» *%

0

*NRAC(=0)CHz**-, -*NHC(:O)CHz**-, -*S(=O)20H20H2**-, * (CH2)28(:O)2CH20H2**-,
+NR*S(=0)2CH,CH,**-, -*NR*C(=0)CH.CH2**-, -NH-, -C(=0)-, -*NHC(=0) **-,

st RS ~ * %
\ N\
** % @ IIN
+CHoNHCH,CHz**-, -*NHCH,CH**-, -S-, N
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**. donde el * de Xy indica
el punto de unién a L, y el ** de X; indica el punto de unién a Ab;
y en donde:
cada R* es independientemente seleccionado entre H y alquilo C1-Cg;
cada R°® es independientemente seleccionado entre H, alquilo C1-Cs, F, Cl, y —OH;
cada R® es independientemente seleccionado entre H, alquilo C1-Cg, F, Cl, -NH, -
OCHg3s, -OCH2CHjs, -N(CHs)2, -CN, -NO; y —OH,
y
cada R’ es independientemente seleccionado entre H, alquilo Ci., fluoro, benciloxi
sustituido con —C(=0)OH, bencilo sustituido con —C(=0)OH, C.4 alcoxi sustituido
con —C(=0)OH y alquilo Ci.4 sustituido con —C(=0)OH.
[00239] Forma de realizacién 77. El conjugado de cualquiera de las Formas de

Realizacion 54 a 75,

en donde X; es un grupo de acoplamiento bivalente seleccionado entre 0 ,

0] /O *
* S};\** HO .rvv\:rvv\*
3 -0
4N % NH ** NH N
* HO * % Eis S, ;‘** e ke

@) , donde el * de X,

indica el punto de union a L, y el ** de X; indica el punto de unién a Ab.
[00240] Forma de realizacién 78. El conjugado de cualquiera de las Formas de

Realizacion 54 a 75,
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0
HO 's{ * -
—%—NH e TUNH O\
* HO
0 Y O ,donde el * de X; indica el punto de union a L, y el ** de X3

indica el punto de union a Ab.
[00241] Forma de realizacién 79. EIl conjugado de la Férmula (C-2) de la Forma de
realizacién 54 en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana;
R? es metilo o etilo;
R! es metilo o isopropilo;
R? es metilo o etilo;

*% Q
N SN
*
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente seleccionado entre 0 : 0 Y
0
* e
—%—NH *%
HO
o]

, donde el * de X; indica el punto de union a L, y el ** de X, indica el punto
de unién a Ab

« o }{* *
e O

X,es H , donde el * de X; indica el punto de unién a L1y el ** de X;
o’z

I
510
indica el punto de unién al grupo ~ OH
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* o)
H *%
Foy LR
H o H\
NH
Lies O” NHz (valCit), donde el * de L; indica el punto de unién a L2y el ** de Ly

indica el punto de union a Xa;

fT(\/O\/\ﬁ o *;,JJJT]/\;{ *%
0] 0 O

L.y el ** de L. indica el punto de union a Rg,

L, es , donde el * de L; indica el punto de unién a

y
yesl 2,304
[00242] Forma de realizacién 80. El conjugado de la Férmula (C-3) de la Forma de

realizacién 58 en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana;
R? es metilo o etilo;
R! es metilo o isopropilo;

R? es metilo o etilo;

0O *%* 9
* LLLZ_ _Hf) '%2.,
N ENH | L
*
X1 es un grupo de acoplamiento bivalente seleccionado entre 0 \ 0 Y
0
* 5
—%—NH *%
HO
O |, donde el * de X; indica el punto de unién a L, y el ** de X; indica el punto

de unién a Ab

e R
Hy
Xzes H , donde el * de X; indica el punto de unién a L1y el ** de X;

o}{

indica el punto de unién al grupo :27 O.
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* o)
H *%
Foy LR
H o H\
NH
Lies O” NHz (valCit), donde el * de L; indica el punto de unién a L2y el ** de Ly

indica el punto de union a Xa;

* *%k K
;fjﬂ/\/o\/\jj ;,ﬁjn/\}g: %
lres O o O

L.y el ** de L. indica el punto de union a Rg,

, donde el * de L, indica el punto de union a

y
yesl 2,304
[00243] Forma de realizacion 81. El conjugado de la Formula (C), la Férmula (C-1) o la

Formula (C-2) que tiene la estructura:

o]
o

en donde:

yes 204y
Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.

[00244] Forma de realizacion 82. El conjugado de la Formula (C), la Férmula (C-1) o la

Formula (C-2) que tiene la estructura:
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Ab

en donde:
yes 204y
Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.

[00245] Forma de realizacién 83. El conjugado de la Férmula (C), la Férmula (C-1) o la

Férmula (C-2) que tiene la estructura:

o]
(0]
Ab N\/\O/\)J\Hj;f

en donde:
yes 204y
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.

103



[00246] Forma de realizacion 84. El conjugado de la Formula (C), la Férmula (C-1) o la

Formula (C-2) que tiene la estructura:

en donde:

yes 204y
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.

[00247] Forma de realizacién 85. El conjugado de la Férmula (C), la Férmula (C-1) o la

Formula (C-2) que tiene la estructura:

en donde;

yes 204y
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Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana.

[00248] Forma de realizacién 86. El conjugado de la Férmula (C), la Férmula (C-1) o la

Férmula (C-2) que tiene la estructura:

Ab

en donde:
yes 204y
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.

[00249] Forma de realizacién 87. El conjugado de la Férmula (C), la Férmula (C-1) o la

Férmula (C-3) que tiene la estructura:
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Ab

en donde:

yes 204y
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.

[00250] Forma de realizacion 88. El conjugado de la Formula (C), la Férmula (C-1) o la

Formula (C-3) que tiene la estructura:

(o}
Ab N\/\OA/U\N

en donde:
yes 204y
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.
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[00251] Forma de realizacion 89. El conjugado de la Formula (C), la Férmula (C-1) o la

Formula (C-3) que tiene la estructura:

o]
(0]
Ab N\/\O/\)LH\‘/;r

en donde:

yes 204y
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.

[00252] Forma de realizacion 90. El conjugado de la Férmula (C), la Férmula (C-1) o la

Formula (C-3) que tiene la estructura:

en donde:

yes 204y
107



Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.

[00253] Forma de realizacién 91. El conjugado de la Férmula (C), la Férmula (C-1) o la

Férmula (C-3) que tiene la estructura:

Ab

en donde:

yes 204y
Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina

PMEL17 humana.

[00254] Forma de realizacién 92. El conjugado de la Férmula (C), la Férmula (C-1) o la

w?

Férmula (C-3) que tiene la estructura:

Ab HN
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en donde:

yes 204y

Ab es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a la proteina
PMEL17 humana.

[00255] Ademads, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos
de unién a antigeno) o equivalentes funcionales de la presente invencién pueden conjugarse a
un resto de farmaco que modifica una respuesta biolégica dada. Los restos de farmaco no
deben interpretarse como limitados a los agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo,
el resto del farmaco puede ser una proteina, péptido o polipéptido que posee una actividad
biol6gica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina como abrina, ricina
A, exotoxina de pseudomonas, toxina del cdlera o toxina de la difteria, una proteina como el
factor de necrosis tumoral, interferon a, interferén B, factor de crecimiento nervioso, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, activador de plasmindgeno tisular, una citocina, un agente
apoptético, un agente antiangiogénico o un modificador de la respuesta biolégica como, por
ejemplo, una linfocina.

[00256] En una forma de realizacion, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por
ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) o equivalentes funcionales de la presente invencién
se conjugan con un resto de fArmaco, como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo, un
inmunosupresor) o una radiotoxina. Los ejemplos de citotoxinas incluyen pero no se limitan a,
taxanos (véase, por ejemplo, Solicitudes de Patente Internacional (PCT) Nros. WO 01/38318 y
PCT/US03/02675), agentes alquilantes de ADN (por ejemplo, analogos de CC-1065),
antraciclinas, analogos de tubulisina, andlogos de duocarmicina, auristatina E, auristatina F,
maitansinoides, pirrolobenzodiazipinas (PBD) y agentes citotoxicos que comprenden un resto
reactivo de polietilen glicol (véase, por ejemplo, Sasse et al., J. Antibiot. (Tokio), 53, 879-85
(2000), Suzawa et al., Bioorg. Med. Chem., 8, 2175-84 (2000), Ichimura et al., J. Antibiot.
(Tokio), 44, 1045-53 (1991), Francisco et al., Blood (2003) (publicacién electrénica antes de la
publicacion impresa), Patentes Estadounidenses Nros. 5,475,092, 6,340,701, 6,372,738, y
6,436,931, Publicacién de Solicitud de Patente Estadounidense Nro. 2001/0036923 A1,
Solicitudes de Patente Estadounidense Pendientes Nros. 10/024,290 y 10/116,053, y Solicitud
de Patente Internacional (PCT) Nro. WO 01/49698), taxdn, citocalasina B, gramicidina D,
bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopésido, tenoposido, vincristina, vinblastina, t.
colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracina diona, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,

propranolol y puromicina y analogos u homadlogos de los mismos. Los agentes terapéuticos

109



ademads incluyen, por ejemplo, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil decarbazina), agentes de ablacion (por ejemplo,
mecloretamina, tiotepa clorambucilo, meifalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU),
ciclofosfamida, busulfano, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina
platino (II) (DDP) cisplatino, antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente
daunomicina) y doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriormente
actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)) y agentes antimitéticos (por
ejemplo, vincristina y vinblastina). (Véase por ejemplo, Seattle Genetics US20090304721).
[00257] Otros ejemplos de citotoxinas que se pueden conjugar a los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (fragmentos de union a antigeno) o equivalentes funcionales de la
invencién incluyen duocarmicinas, caligueamicinas, maitansinas y auristatinas, y sus derivados.
[00258] En la técnica se conocen diversos tipos de citotoxinas, enlazadores y métodos
para conjugar agentes terapéuticos con anticuerpos, véase, por ejemplo, Saito et al., (2003)
Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail et al., (2003) Cancer Immunol. Immunother. 52:328-
337; Payne, (2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, (2002) Nat. Rev. Cancer 2:750-763; Pastan
and Kreitman, (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091; Senter and Springer, (2001)
Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

[00259] Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a
antigeno) o equivalentes funcionales de la presente invencion también se pueden conjugar con
un isétopo radiactivo para generar radiofarmacos citotoxicos, denominados
radioinmunoconjugados. Los ejemplos de isétopos radiactivos que se pueden conjugar con
anticuerpos para su uso diagnéstico o terapéutico incluyen, pero no se limitan a, yodo-131,
indio-111, itrio-90 y lutecio-177. Los métodos para preparar radioinmunoconjugados se
conocen en la técnica. Los ejemplos de radioinmunoconjugados estan comercialmente
disponibles, e incluyen Zevalin™ (DEC Pharmaceuticals) y Bexxar™ (Corixa Pharmaceuticals),
y es posible usar métodos similares para preparar radioinmunoconjugados utilizando los
anticuerpos de la invencion. En ciertas formas de realizacion, el quelante macrociclico es acido
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N”,N”’-tetraacético (DOTA) que se puede unir al
anticuerpo a través de una molécula enlazadora. Dichas moléculas enlazadoras se conocen
comunmente en la técnica y estan descriptas en Denardo et al., (1998) Clin Cancer Res.
4(10):2483-90; Peterson et al., (1999) Bioconjug. Chem. 10(4):553-7; y Zimmerman et al.,
(1999) Nucl. Med. Biol. 26(8):943-50, cada uno de los cuales queda incorporado a la presente

como referencia.
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[00260] Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a
antigeno) o equivalentes funcionales de la presente invencion también pueden conjugarse a
una proteina o polipéptido heterdlogo (o fragmento del mismo), preferentemente a un
polipéptido de por lo menos 10, por lo menos 20, por lo menos 30, por lo menos 40, por lo
menos 50, por lo menos 60, por lo menos 70, por lo menos 80, por lo menos 90 o por lo menos
100 aminoacidos) para generar proteinas de fusion. En particular, la invencién provee proteinas
de fusion que comprenden un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un fragmento de unién a
antigeno) descripto en la presente (por ejemplo, un fragmento Fab, un fragmento Fd, un
fragmento Fv, un fragmento F(ab)z, un dominio VH, una CDR de VH, un dominio VL o una CDR
de VL) y una proteina, polipéptido o péptido heterdlogo.

[00261] Se pueden generar proteinas de fusidn adicionales a través de las técnicas de
barajado de genes, barajado de motivos, barajado de exones y/o barajado de codones
(denominadas colectivamente "barajado de ADN"). El barajado de ADN puede emplearse para
alterar las actividades de los anticuerpos de la invencion o fragmentos de los mismos (por
ejemplo, anticuerpos o fragmentos de los mismos con afinidades mas altas y tasas de
disociacién mas bajas). Véase, en general, Patentes Estadounidenses Nros. 5,605,793,
5,811,238, 5,830,721, 5,834,252, y 5,837,458; Patten et al., (1997) Curr. Opinion Biotechnol.
8:724-33; Harayama, (1998) Trends Biotechnol. 16(2):76-82; Hansson et al., (1999) J. Mol. Biol.
287:265-76; y Lorenzo and Blasco, (1998) Biotechniques 24(2):308- 313 (cada una de estas
patentes y publicaciones quedan incorporadas por completo a la presente como referencia).
Los anticuerpos o fragmentos de los mismos, o los anticuerpos codificados o fragmentos de los
mismos, pueden alterarse siendo sometidos a mutagénesis aleatoria por PCR propensa a
errores, insercion aleatoria de nucle6tidos u otros métodos antes de la recombinacion. Un
polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a
un antigeno puede recombinarse con uno 0 mas componentes, motivos, secciones, partes,
dominios, fragmentos, etc. de una o mas moléculas heterélogas.

[00262] Por otra parte, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo,
fragmentos de union a antigeno) o equivalentes funcionales de la presente invencion se puede
conjugar con secuencias marcadoras, como un péptido, para facilitar la purificacién. En formas
de realizacion preferidas, la secuencia de aminoécidos del marcador es un péptido de
hexabhistidina (SEQ ID NO: 267), tal como la etiqueta provista en un vector pQE (QIAGEN, Inc.,
9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311), entre otros, muchos de los cuales estan
disponibles comercialmente. Tal como se describe en Gentz et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 86: 821-824, por ejemplo, la hexahistidina (SEQ ID NO: 267) proporciona una purificacion
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conveniente de la proteina de fusion. Otras etiquetas peptidicas Utiles para la purificacion
incluyen, entre otras, la etiqueta de hemaglutinina ("HA"), que corresponde a un epitopo
derivado de la proteina de hemaglutinina de la gripe (Wilson et al., (1984) Cell 37: 767), y la
etiqueta "FLAG" (A. Einhauer et al., J. Biochem. Biophys. Methods 49: 455-465, 2001). De
acuerdo con la presente invencion, los anticuerpos o fragmentos de unidn a antigeno también
se pueden conjugar con péptidos que penetran en el tumor para mejorar su eficacia.

[00263] En otras formas de realizacion, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por
ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) o equivalentes funcionales de la presente invencion
se conjugan con un agente de diagndstico o detectable. Tales inmunoconjugados pueden ser
Gtiles para monitorear o pronosticar el inicio, desarrollo, progresion y/o gravedad de una
enfermedad o trastorno como parte de un procedimiento de prueba clinica, como determinar la
eficacia de una terapia particular. Tal diagnéstico y deteccion se pueden lograr mediante el
acoplamiento del anticuerpo a sustancias detectables que incluyen, pero no se limitan a, varias
enzimas, tales como, pero sin limitacién, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa o acetilcolinesterasa; grupos protésicos, tales como, pero sin limitacion,
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales fluorescentes, tales como, pero no limitados
a Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 405, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 500, Alexa
Fluor 514, Alexa Fluor 532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594,
Alexa Fluor 610, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680, Alexa
Fluor 700, Alexa Fluor 750, umbeliferona, fluoresceina, fluoresceina isotiocianato, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; materiales luminiscentes,
tales como, pero sin limitacién, luminol; materiales bioluminiscentes, tales como, pero sin
limitacion, luciferasa, luciferina y aequorina; materiales radiactivos, tales como, pero no limitado
a, yodo (3311, 1251, 1231y 1211 ) carbono (**C), azufre (**S), tritio (3H), indio (**°In, :3In, 1*2In, y
11n,), tecnecio (*°Tc), talio (°'Ti), galio (®Ga, %’Ga), paladio (***Pd), molibdeno (°**Mo), xenén
(133Xe)’ ﬂL,]Of (lBF), 1538m’ 177LU, 159Gd, 149Pm, 140La, 175Yb, 166HO, QOY, 47SC, 186Re, 188Re, 142Pr,
105Rh, 97RU, GBGe, 57CO, GSZn, SSSr, 32|:)1 153Gd, 169Yb, SlCI', 54Mn, 7589, 6ACU, llBSn, y 117Sn; y
metales que emiten positrones utilizando diversas tomografias de emision de positrones e
iones metélicos paramagnéticos no radiactivos.

[00264] Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a
antigeno) o equivalentes funcionales de la invencion también se pueden unir a soportes
solidos, que son particularmente Utiles para inmunoensayos o purificacion del antigeno diana.
Tales soportes solidos incluyen, pero no se limitan a, vidrio, celulosa, poliacrilamida, nylon,

poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.
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3. Conjugacidon vy preparacion de ADCs

Procesos de preparacion de conjugados de anticuerpos de la Formula (C), la Férmula (C-1) v la

Férmula (C-2)

[00265] Un esquema de reaccién general para la formacion de conjugados de la Férmula

(C) se ilustra en el Esquema 1 a continuacion:

Esquema 1

Ab—(RGy), + V<R8—LB-(D)n> Ab-(La-(D)n)y
(B) (€)
donde: RG; es un grupo reactivo sobre el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, Ab, a modo de ejemplo solamente un tiol, amina o cetona, que reacciona
con un grupo reactivo compatible, R®, unido al compuesto enlazador-farmaco por
medio de lo cual une covalentemente el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo, Ab, a uno o mas restos de enlazador-farmaco. Los ejemplos no
limitativos de tales reacciones de grupos RG: y R® son una maleimida (R®) que
reacciona con un tiol (RG1) para obtener un anillo de succinimida, o una
hidroxilamina (R®) que reacciona con una cetona (RG;) para obtener una oxima.

En una forma de realizacién, D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11, o un
inhibidor de GNAQ y GNA11 (inhibidor de GNAQ/GNAL11), L. es un enlazador que
ademas comprende un grupo de acoplamiento bivalente cuando RG; y R® reaccionan, n
esl,2,304,yyesl 2,304

[00266] Un Esquema de reaccién general para la formacién de conjugados de la
Formula (C-1) se ilustra en el Esquema 2 a continuacion:

Esquema 2

— RS L Y. Xio, Lo Y
APT(RGa)y * y< S g \D> A1 xs

(B-1) (C-1) ’

donde: RG; es un grupo reactivo sobre el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, Ab, a modo de ejemplo solamente un tiol, amina o cetona, que reacciona
con un grupo reactivo compatible, R8, unido al resto enlazador-farmaco por medio
de lo cual une covalentemente el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, Ab, a uno o mas restos de enlazador-farmaco. Los ejemplos no limitativos
de tales reacciones de grupos RG; y R® son una maleimida (R®) que reacciona con
un tiol (RG,) para obtener un anillo de succinimida, o una hidroxilamina (R®) que

reacciona con una cetona (RG.) para obtener una oxima.
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En una forma de realizacién, D es un inhibidor de GNAQ, un inhibidor de GNA11, o un
inhibidor de GNAQ y GNA11 (inhibidor de GNAQ/GNA11), X1 es un grupo de
acoplamiento bivalente formado cuando RG; y R® reaccionan (por ejemplo un anillo de
succinimida o una oxima), Y1 es un grupo fosfato, X, es un espaciador autoinmolativo,
L1 es un enlazador peptidico bivalente, L2 es un enlace o un enlazador,yyes 1, 2,30
4,

[00267] Un Esquema de reaccion general para la formacion de conjugados de la

LT

O

o0._0O /L o
1
T, Sy of
0

Férmula (C-2) se ilustra en el Esquema 3 a continuacion:

Esquema 3

Ab—(RG,), + y

o HN
R2 H i ]
E)( “ 0
o)
Xoo i _P=
Ab Ly s O
OH
y
(B-2) c2)

donde: RG; es un grupo reactivo sobre el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, Ab, a modo de ejemplo solamente un tiol, amina o cetona, que reacciona
con un grupo reactivo compatible, R®, unido al resto enlazador-farmaco por medio
de lo cual une covalentemente el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, Ab, a uno o mas restos de enlazador-farmaco. Los ejemplos no limitativos
de tales reacciones de grupos RG;: y R® son una maleimida (R®) que reacciona con
un tiol (RG1) para obtener un anillo de succinimida, o una hidroxilamina (R®) que
reacciona con una cetona (RG.) para obtener una oxima.

En este caso R° es metilo o etilo, R? es metilo o isopropilo, R? es metilo o etilo, X; es un
grupo de acoplamiento bivalente formado cuando RG; y R® reaccionan (por ejemplo un
anillo de succinimida o una oxima), X, es un espaciador autoinmolativo, L1 es un
enlazador peptidico bivalente, L, es un enlace o un enlazador,yyes 1, 2,3 04.

[00268] Un Esquema de reaccién general para la formacion de conjugados de la

Formula (C-2) se ilustra en el Esquema 4 a continuacion:
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Esquema 4

Ab—(RGy)y + y

_— =

(B-3)

(C-3)
donde: RG; es un grupo reactivo sobre el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, Ab, a modo de ejemplo solamente un tiol, amina o cetona, que reacciona
con un grupo reactivo compatible, R8, unido al resto enlazador-farmaco por medio
de lo cual une covalentemente el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, Ab, a uno o mas restos de enlazador-farmaco. Los ejemplos no limitativos
de tales reacciones de grupos RG; y R® son una maleimida (R®) que reacciona con
un tiol (RG1) para obtener un anillo de succinimida, o una hidroxilamina (R®) que
reacciona con una cetona (RG:) para obtener una oxima.
En este caso R° es metilo o etilo, R! es metilo o isopropilo, R? es metilo o etilo, X; es un
grupo de acoplamiento bivalente formado cuando RG; y R® reaccionan (por ejemplo un
anillo de succinimida o una oxima), X, es un espaciador autoinmolativo, L; es un

enlazador peptidico bivalente, L, es un enlace o un enlazador,yyes 1, 2, 3 0 4.

Proceso de conjugacion con residuos de anticuerpos de cisteina obtenidos por ingenieria

[00269] Los conjugados de la invencién pueden prepararse usando residuos de cisteina
modificados por ingenieria genética en un anticuerpo mediante, por ejemplo, mutagénesis
dirigida al sitio. Dichos conjugados dirigidos al sitio son homogéneos y tienen propiedades
mejoradas. (Junutula JR, Raab H, Clark S, Bhakta S, Leipold DD, Weir S, Chen Y, Simpson M,
Tsai SP, Dennis MS, Lu Y, Meng YG, Ng C, Yang J, Lee CC, Duenas E, Gorrell J, Katta V, Kim
A, McDorman K, Flagella K, Venook R, Ross S, Spencer SD, Lee Wong W, Lowman HB,
Vandlen R, Sliwkowski MX, Scheller RH, Polakis P, Mallet W. (2008) Nature Biotechnology
26:925-932.)
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[00270] Debido a que las cisteinas modificadas por ingenieria genética en anticuerpos
expresados en células de mamiferos son modificadas por aductos (disulfuros) tales como
glutation (GSH) y/o cisteina durante su biosintesis (Chen et al. 2009), los residuos de cisteina
modificados genéticamente en el producto tal como se expresaron inicialmente no son
reactivos a los reactivos reactivos con tiol tales como los grupos maleimido o bromo o yodo-
acetamida. Para conjugar la carga util a una cisteina disefiada después de la expresion, los
aductos de glutatién o cisteina deben eliminarse reduciendo estos aductos de disulfuro, lo que
generalmente implica también reducir los disulfuros nativos en la proteina expresada. La
desproteccion de las cisteinas disefiadas productos de aduccién se puede lograr exponiendo
primero el anticuerpo a un agente reductor, por ejemplo, ditiotreitol (DTT), TCEP o cisteina
reducida, seguido de un procedimiento que permite la reoxidacion de todos los enlaces
disulfuro nativos de un anticuerpo para restaurar y/o estabilizar la estructura funcional del
anticuerpo.

[00271] Se pueden emplear varios métodos para reducir y reoxidar anticuerpos con
residuos de cisteina disefiados para la preparacion de conjugados de anticuerpo farmaco. Los
intentos de seguir los protocolos de reoxidacion descriptos previamente en la literatura
utilizando una alta concentracion de CuSOa dieron como resultado la precipitacion de la
proteina (Junutula JR, Raab H, Clark S, Bhakta S, Leipold DD, Weir S, Chen Y, Simpson M,
Tsai SP, Dennis MS, Lu Y, Meng YG, Ng C, Yang J, Lee CC, Duenas E, Gorrell J, Katta V, Kim
A, McDorman K, Flagella K, Venook R, Ross S, Spencer SD, Lee Wong W, Lowman HB,
Vandlen R, Sliwkowski MX, Scheller RH, Polakis P, Mallet W. (2008) Nature Biotechnology
26:925). Hemos preparado y obtenido con éxito conjugados de anticuerpo farmaco con varios
métodos diferentes para la reduccion y la reoxidacién de anticuerpos.

[00272] El siguiente es un método para reducir y reoxidar anticuerpos con residuos de
cisteina disefiados para la preparacion de conjugados de anticuerpo farmaco: se agrega DTT
recién preparado a anticuerpos mutantes Cys purificados a una concentracion final de 10 mM.
Después de la incubaciéon con DTT a temperatura ambiente durante 1 hora, la mezcla se dializa
a 4 °C contra PBS durante tres dias con intercambio diario de tampon para eliminar el DTT y
volver a oxidar los enlaces disulfuro nativos del anticuerpo. Un método alternativo es eliminar
los reactivos reductores a través de una columna de desalacion como Sephadex G-25,
equilibrada con PBS. Una vez que la proteina esta completamente reducida, se agrega
opcionalmente ascorbato oxidado 1 mM (acido dehidro-ascorbico) a las muestras desalinizadas

y se llevan a cabo incubaciones de reoxidacion durante 20-24 horas.
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[00273] En otro ejemplo de método, la desproteccion de los residuos Cys obtenidos por
ingenieria se logra mediante la adicion de cisteina completamente reducida a una
concentracion de 20 mM a los anticuerpos unidos a la proteina A-resina Sefarosa. La reduccion
de los aductos de Cys se logra por incubacion durante aproximadamente 30-60 minutos a
temperatura ambiente, luego el reductor se elimina rapidamente lavando la resina con 50
lechos de PBS. La reoxidacion de los anticuerpos reducidos se logra incubando la suspension
lavada a temperatura ambiente con o sin adicién de CuCI2 50-2000 nM como acelerador. Con
la excepcion del uso de sulfato de cobre, los ejemplos de la presente utilizan cada uno de los
protocolos descriptos con resultados similares. La reoxidacion restaura los disulfuros dentro de
la cadena, mientras que la didlisis, desalinizacién o cromatografia de la proteina A elimina el
agente reductor, asi como las cisteinas y glutationes inicialmente conectados a la o las
cisteinas disefiadas del anticuerpo. La cromatografia de fase inversa HPLC se usa tipicamente
para monitorear el proceso de reoxidacion: los anticuerpos se cargan en una columna PLRP-S
(4000 A, 50 mm x 2,1 mm, Agilent) calentada a 80 °C y eluida usando un gradiente lineal de 30-
45% de CH3CN en agua que contiene 0,1% de TFA a 1,5 mL/min. y deteccién de picos a 215,
254y 280 nm.

[00274] Después de la reoxidacion, el anticuerpo se conjuga con un compuesto
enlazador-farmaco de, a modo de ejemplo, los compuestos de la Férmula (B), la Férmula (B-1),
la Férmula (B-2) o la Férmula (B-3) (véanse los esquemas 1-4). A modo de ejemplo, un
compuesto de la Férmula (B), la Formula (B-1), la Férmula (B-2) o la Férmula (B-3) se agrega
al anticuerpo mutante Cys reoxidado a 5-10 equivalentes molares con respecto al anticuerpo en
el tampo6n PBS (pH 7,2). Las incubaciones se llevan a cabo durante 1-2 horas. El proceso de
conjugacion se monitorea mediante HPLC de fase inversa, que puede separar los anticuerpos
conjugados de los no conjugados. Las mezclas de reaccién de conjugacion se analizan en una
columna PRLP-S (4000 A, 50 mm x 2,1 mm, Agilent) calentada a 80 °C y la elucion de la
columna se lleva a cabo mediante un gradiente lineal de acetonitrilo al 30-60% en agua que
contiene 0,1% de TFA a una velocidad de flujo de 1,5 ml/min. La elucién de las proteinas de la
columna se controla a 280 nm, 254 nm y 215 nm.

[00275] Alternativamente, para los anticuerpos unidos a una resina de proteina A, una
vez que el anticuerpo se vuelve a oxidar, la resina se lava con 10 volimenes de columna de
PBS y la resina luego se resuspende en igual volumen de PBS y se agrega un exceso de 8x de
un compuesto de la Férmula (B ), la formula (B-1), la férmula (B-2) o la formula (B-3) (en
DMSO) y se incuba a temperatura ambiente durante 2 horas. La resina se lava luego con 50

volimenes de columna de PBS y el conjugado resultante de anticuerpo farmaco se eluye de la
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resina de proteina A, se neutraliza con 1/10 volumen 1 M Tris pH 9,0 y el tampédn se
intercambia en tampon apropiado para realizar una cromatografia preparativa de exclusion por
tamafo (de ser necesario).

[00276] Los inmunoconjugados también se caracterizan en términos de carga promedio
de un resto de farmaco a un resto de unién a anticuerpo, generalmente denominada relacién
farmaco-anticuerpo (DAR). El valor DAR se extrapola, por ejemplo, a partir de datos de LC-MS
para muestras reducidas y desglicosiladas. LC/MS permite la cuantificacion del nimero
promedio de moléculas de carga util (resto de farmaco) unidas a un anticuerpo en un ADC. La
HPLC separa un anticuerpo en las cadenas ligeras y pesadas, y también separa la cadena
pesada (HC) y la cadena ligera (LC) de acuerdo con el nimero de grupos Enlazador-Carga Util
por cadena. Los datos espectrales de masas permiten la identificacion de las especies
componentes en la mezcla, por ejemplo, LC, LC+1, LC+2, HC, HC+1, HC+2, etc. A partir de la
carga promedio de las cadenas LC y HC, se puede calcular el promedio de DAR para un ADC.
La DAR para una muestra de inmunoconjugado dada representa el numero promedio de
moléculas de farmaco (carga util) unidas a un anticuerpo tetramérico que contiene dos cadenas
ligeras y dos cadenas pesadas.

[00277] En todo el texto de la presente solicitud, si hubiera una discrepancia entre el

texto de la memoria y el listado de secuencias, prevalecera el texto de la memoria.

Tabla 2. Ejemplos de Anticuerpos Anti-PMEL17 de la Presente Invencién

G1 E152C_S375C_wt LC

SEQIDNO: 1 HCDR1 GGTFSDYAIT
(Combinada)

SEQ ID NO: 2 HCDR2 GIIPIFGTANYAQKFQG
(Combinada)

SEQ ID NO: 3 HCDR3 EGGLLTDISYSRYWFAY
(Combinada)

SEQ ID NO: 4 HCDR1 DYAIT
(Kabat)

SEQ ID NO: 2 HCDR2 GIIPIFGTANYAQKFQG
(Kabat)

SEQ ID NO: 3 HCDR3 EGGLLTDISYSRYWFAY
(Kabat)

SEQ ID NO: 5 HCDR1 GGTFSDY
(Chothia)

SEQ ID NO: 6 HCDR2 IPIFGT
(Chothia)

SEQ ID NO: 3 HCDR3 EGGLLTDISYSRYWFAY
(Chothia)
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SEQ ID NO: 7

HCDR1
(IMGT)

GGTFSDYA

SEQ ID NO: 8

HCDR2
(IMGT)

IIPIFGTA

SEQ ID NO: 9

HCDR3
(IMGT)

AREGGLLTDISYSRYWFAY

SEQ ID NO: 10

VH

QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSD
YAITWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKF
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
REGGLLTDISYSRYWFAYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 11

ADN VH

CAGGTGCAATTGGTGCAGAGCGGTGCCGAA
GTGAAAAAACCGGGCAGCAGCGTGAAAGTTA
GCTGCAAAGCATCCGGAGGGACGTTTTCTGA
CTACGCTATCACTTGGGTGCGCCAGGCCCC
GGGCCAGGGCCTCGAGTGGATGGGCGGTAT
CATCCCGATCTTCGGCACTGCGAACTACGCC
CAGAAATTTCAGGGCCGGGTGACCATTACCG
CCGATGAAAGCACCAGCACCGCCTATATGGA
ACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACGGC
CGTGTATTATTGCGCGCGTGAAGGTGGTCTG
CTGACTGACATCTCTTACTCTCGTTACTGGTT
CGCTTACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGAC
TGTTAGCTCA

SEQ ID NO: 12

Cadena
Pesada

QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSD
YAITWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKF
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
REGGLLTDISYSRYWFAYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPC
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVE
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

SEQ ID NO: 13

ADN Cadena
Pesada

CAGGTGCAATTGGTGCAGAGCGGTGCCGAA
GTGAAAAAACCGGGCAGCAGCGTGAAAGTTA
GCTGCAAAGCATCCGGAGGGACGTTTTCTGA
CTACGCTATCACTTGGGTGCGCCAGGCCCC
GGGCCAGGGCCTCGAGTGGATGGGCGGTAT
CATCCCGATCTTCGGCACTGCGAACTACGCC
CAGAAATTTCAGGGCCGGGTGACCATTACCG
CCGATGAAAGCACCAGCACCGCCTATATGGA
ACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACGGC
CGTGTATTATTGCGCGCGTGAAGGTGGTCTG
CTGACTGACATCTCTTACTCTCGTTACTGGTT
CGCTTACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGAC
TGTTAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCAAGT
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GTGTTTCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGTCTA
CTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTGGGTTGCC
TGGTGAAGGACTACTTCCCCTGTCCCGTGAC
AGTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCC
GGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAG
AGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTG
GTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGAACC
CAGACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGG
AGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCT
GCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTGG
GAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAA
GCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGAC
CCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGT
GTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAA
CGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTA
CAACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCT
GACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGG
CAAAGAATACAAGTGCAAAGTCTCCAACAAG
GCCCTGCCAGCCCCAATCGAAAAGACAATCA
GCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCC
CAGGTGTACACCCTGCCCCCCAGCCGGGAG
GAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCT
GTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCTGTGATAT
CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCC
CGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTG
CTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACA
GCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGC
AGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGA
TGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCA
GAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 14 LCDR1 SGDALRDKFVY
(Combinada)

SEQ ID NO: 15 LCDR2 DDNNRPS
(Combinada)

SEQ ID NO: 16 LCDR3 QSWDHSYSLVV
(Combinada)

SEQ ID NO: 14 LCDR1 SGDALRDKFVY
(Kabat)

SEQ ID NO: 15 LCDR2 DDNNRPS
(Kabat)

SEQ ID NO: 16 LCDR3 QSWDHSYSLVV
(Kabat)

SEQ ID NO: 17 LCDR1 DALRDKF
(Chothia)

SEQ ID NO: 18 LCDR2 DDN
(Chothia)

SEQ ID NO: 19 LCDR3 WDHSYSLV
(Chothia)

SEQ ID NO: 20 LCDR1 ALRDKF
(IMGT)
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SEQ ID NO:

18

LCDR2
(IMGT)

DDN

SEQ ID NO:

16

LCDR3
(IMGT)

QSWDHSYSLVV

SEQ ID NO:

21

VL

DIELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDALRDKFVY
WYQQKPGQAPVLVIYDDNNRPSGIPERFSGSN
SGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSWDHSYSLV
VFGGGTKLTVL

SEQ ID NO:

22

ADN VL

GATATCGAACTGACCCAGCCGCCGAGCGTG
AGCGTGAGCCCGGGCCAGACCGCGAGCATT
ACCTGTAGCGGCGATGCTCTGCGTGACAAAT
TCGTTTACTGGTACCAGCAGAAACCGGGCCA
GGCGCCGGTGCTGGTGATCTACGACGACAA
CAACCGTCCGAGCGGCATCCCGGAACGTTTT
AGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCGACC
CTGACCATTAGCGGCACCCAGGCGGAAGAC
GAAGCGGATTATTACTGCCAGTCTTGGGACC
ATTCTTACTCTCTGGTTGTGTTTGGCGGCGG
CACGAAGTTAACTGTCCTG

SEQ ID NO: 23

Cadena
Ligera

DIELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDALRDKFVY
WYQQKPGQAPVLVIYDDNNRPSGIPERFSGSN
SGNTATLTISGTQAEDEADYYCQSWDHSYSLV
VFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQA

NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV

ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSY
SCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

SEQ ID NO: 24

ADN Cadena
Ligera

GATATCGAACTGACCCAGCCGCCGAGCGTG
AGCGTGAGCCCGGGCCAGACCGCGAGCATT
ACCTGTAGCGGCGATGCTCTGCGTGACAAAT
TCGTTTACTGGTACCAGCAGAAACCGGGCCA
GGCGCCGGTGCTGGTGATCTACGACGACAA
CAACCGTCCGAGCGGCATCCCGGAACGTTTT
AGCGGATCCAACAGCGGCAACACCGCGACC
CTGACCATTAGCGGCACCCAGGCGGAAGAC
GAAGCGGATTATTACTGCCAGTCTTGGGACC
ATTCTTACTCTCTGGTTGTGTTTGGCGGCGG
CACGAAGTTAACTGTCCTGGGACAACCTAAG
GCCGCTCCCTCCGTGACCCTGTTCCCCCCC
AGCTCCGAGGAACTGCAGGCCAACAAGGCC
ACCCTGGTGTGCCTGATCAGCGACTTCTACC
CTGGCGCCGTGACCGTGGCCTGGAAGGCCG
ACAGCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGGAGA
CAACCACCCCCAGCAAGCAGAGCAACAACAA
GTACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGAC
CCCCGAGCAGTGGAAGAGCCACAGAAGCTA
CAGCTGCCAGGTCACCCACGAGGGCAGCAC
CGTGGAGAAAACCGTGGCCCCCACCGAGTG
CAGC

G1 E152C_S375C_3J LC

SEQ ID NO: 1

HCDR1
(Combinada)

GGTFSDYAIT
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SEQ ID NO: 2 HCDR2 GIIPIFGTANYAQKFQG
(Combinada)

SEQ ID NO: 3 HCDR3 EGGLLTDISYSRYWFAY
(Combinada)

SEQ ID NO: 4 HCDR1 DYAIT
(Kabat)

SEQ ID NO: 2 HCDR2 GIIPIFGTANYAQKFQG
(Kabat)

SEQID NO: 3 HCDR3 EGGLLTDISYSRYWFAY
(Kabat)

SEQID NO: 5 HCDR1 GGTFSDY
(Chothia)

SEQID NO: 6 HCDR2 IPIFGT
(Chothia)

SEQ ID NO: 3 HCDR3(Chot | EGGLLTDISYSRYWFAY

hia)
SEQ ID NO: 7 HCDR1 GGTFSDYA
(IMGT)

SEQ ID NO: 8 HCDR2 IIPIFGTA
(IMGT)

SEQ ID NO: 9 HCDR3 AREGGLLTDISYSRYWFAY
(IMGT)

SEQ ID NO: 10 VH QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSD
YAITWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKF
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
REGGLLTDISYSRYWFAYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 11 ADN VH CAGGTGCAATTGGTGCAGAGCGGTGCCGAA
GTGAAAAAACCGGGCAGCAGCGTGAAAGTTA
GCTGCAAAGCATCCGGAGGGACGTTTTCTGA
CTACGCTATCACTTGGGTGCGCCAGGCCCC
GGGCCAGGGCCTCGAGTGGATGGGCGGTAT
CATCCCGATCTTCGGCACTGCGAACTACGCC
CAGAAATTTCAGGGCCGGGTGACCATTACCG
CCGATGAAAGCACCAGCACCGCCTATATGGA
ACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACGGC
CGTGTATTATTGCGCGCGTGAAGGTGGTCTG
CTGACTGACATCTCTTACTCTCGTTACTGGTT
CGCTTACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGAC
TGTTAGCTCA

SEQ ID NO: 12 Cadena QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSD

Pesada

YAITWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKF
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
REGGLLTDISYSRYWFAYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPC
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
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VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

SEQ ID NO: 13

ADN Cadena
Pesada

CAGGTGCAATTGGTGCAGAGCGGTGCCGAA
GTGAAAAAACCGGGCAGCAGCGTGAAAGTTA
GCTGCAAAGCATCCGGAGGGACGTTTTCTGA
CTACGCTATCACTTGGGTGCGCCAGGCCCC
GGGCCAGGGCCTCGAGTGGATGGGCGGTAT
CATCCCGATCTTCGGCACTGCGAACTACGCC
CAGAAATTTCAGGGCCGGGTGACCATTACCG
CCGATGAAAGCACCAGCACCGCCTATATGGA
ACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACGGC
CGTGTATTATTGCGCGCGTGAAGGTGGTCTG
CTGACTGACATCTCTTACTCTCGTTACTGGTT
CGCTTACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGAC
TGTTAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCAAGT
GTGTTTCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGTCTA
CTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTGGGTTGCC
TGGTGAAGGACTACTTCCCCTGTCCCGTGAC
AGTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCC
GGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAG
AGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTG
GTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGAACCC
AGACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGA
GCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTG
CCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTGGG
AGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAG
CCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACC
CCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTG
TCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACT
GGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACG
CCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACA
ACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGA
CCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCA
AAGAATACAAGTGCAAAGTCTCCAACAAGGC
CCTGCCAGCCCCAATCGAAAAGACAATCAGC
AAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAG
GTGTACACCCTGCCCCCCAGCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTC
TGGTGAAGGGCTTCTACCCCTGTGATATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGA
GAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTG
GACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCA
AGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGC
AGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGC
ACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAA
GTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 14

LCDR1
(Combinada)

SGDALRDKFVY

SEQ ID NO: 15

LCDR2
(Combinada)

DDNNRPS
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SEQ ID NO: 16 LCDR3 QSWDHSYSLVV
(Combinada)

SEQ ID NO: 14 LCDR1 SGDALRDKFVY
(Kabat)

SEQ ID NO: 15 LCDR2 DDNNRPS
(Kabat)

SEQ ID NO: 16 LCDR3 QSWDHSYSLVV
(Kabat)

SEQ ID NO: 17 LCDR1 DALRDKF
(Chothia)

SEQ ID NO: 18 LCDR2 DDN
(Chothia)

SEQ ID NO: 19 LCDR3 WDHSYSLV
(Chothia)

SEQ ID NO: 20 LCDR1 ALRDKF
(IMGT)

SEQ ID NO: 18 LCDR2 DDN
(IMGT)

SEQ ID NO: 16 LCDR3 QSWDHSYSLVV
(IMGT)

SEQ ID NO: 25 VL SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDALRDKFVY
WYQQKPGQAPVLVIYDDNNRPSGIPERFSGSN
SGNTATLTISRAQAGDEADYYCQSWDHSYSLV
VEFGGGTKLTVL

SEQ ID NO: 26 ADN VL AGCTACGAGCTGACCCAGCCGCTGTCGGTG
TCAGTCGCCCTGGGACAAACTGCCAGGATCA
CTTGTTCCGGGGACGCATTGCGGGACAAGTT
CGTGTACTGGTACCAGCAGAAGCCGGGTCA
AGCCCCAGTGCTCGTGATCTACGACGACAAC
AACCGGCCTTCCGGTATCCCCGAACGCTTCT
CCGGATCCAATAGCGGAAACACCGCCACCCT
GACCATTTCGAGAGCTCAGGCCGGGGATGA
AGCGGACTACTACTGCCAGTCATGGGATCAC
TCGTACTCCCTCGTCGTGTTTGGAGGCGGCA
CGAAGCTTACTGTGCTG

SEQ ID NO: 27 Cadena SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDALRDKFVY

Ligera WYQQKPGQAPVLVIYDDNNRPSGIPERFSGSN
SGNTATLTISRAQAGDEADYYCQSWDHSYSLV
VFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQA
NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSY
SCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

SEQ ID NO: 28 ADN Cadena | AGCTACGAGCTGACCCAGCCGCTGTCGGTG

Ligera TCAGTCGCCCTGGGACAAACTGCCAGGATCA

CTTGTTCCGGGGACGCATTGCGGGACAAGTT
CGTGTACTGGTACCAGCAGAAGCCGGGTCA
AGCCCCAGTGCTCGTGATCTACGACGACAAC
AACCGGCCTTCCGGTATCCCCGAACGCTTCT
CCGGATCCAATAGCGGAAACACCGCCACCCT
GACCATTTCGAGAGCTCAGGCCGGGGATGA
AGCGGACTACTACTGCCAGTCATGGGATCAC
TCGTACTCCCTCGTCGTGTTTGGAGGCGGCA
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CGAAGCTTACTGTGCTGGGCCAGCCTAAGG
CCGCTCCCTCCGTGACCCTGTTCCCCCCCAG
CTCCGAGGAACTGCAGGCCAACAAGGCCAC
CCTGGTGTGCCTGATCAGCGACTTCTACCCT
GGCGCCGTGACCGTGGCCTGGAAGGCCGAC
AGCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGGAGACA
ACCACCCCCAGCAAGCAGAGCAACAACAAGT
ACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACCC
CCGAGCAGTGGAAGAGCCACAGAAGCTACA
GCTGCCAGGTCACCCACGAGGGCAGCACCG
TGGAGAAAACCGTGGCCCCCACCGAGTGCA
GC

G1 E152C_S375C 3R LC

SEQIDNO: 1 HCDR1 GGTFSDYAIT
(Combinada)

SEQ ID NO: 2 HCDR2 GIIPIFGTANYAQKFQG
(Combinada)

SEQ ID NO: 3 HCDR3 EGGLLTDISYSRYWFAY
(Combinada)

SEQ ID NO: 4 HCDR1 DYAIT
(Kabat)

SEQ ID NO: 2 HCDR2 GIIPIFGTANYAQKFQG
(Kabat)

SEQ ID NO: 3 HCDR3 EGGLLTDISYSRYWFAY
(Kabat)

SEQ ID NO: 5 HCDR1 GGTFSDY
(Chothia)

SEQ ID NO: 6 HCDR2 IPIFGT
(Chothia)

SEQ ID NO: 3 HCDR3(Chot | EGGLLTDISYSRYWFAY

hia)
SEQ ID NO: 7 HCDR1 GGTFSDYA
(IMGT)

SEQ ID NO: 8 HCDR2 HPIFGTA
(IMGT)

SEQ ID NO: 9 HCDR3 AREGGLLTDISYSRYWFAY
(IMGT)

SEQ ID NO: 10 VH QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSD
YAITWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKF
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
REGGLLTDISYSRYWFAYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 11 ADN VH CAGGTGCAATTGGTGCAGAGCGGTGCCGAA

GTGAAAAAACCGGGCAGCAGCGTGAAAGTTA
GCTGCAAAGCATCCGGAGGGACGTTTTCTGA
CTACGCTATCACTTGGGTGCGCCAGGCCCC
GGGCCAGGGCCTCGAGTGGATGGGCGGTAT
CATCCCGATCTTCGGCACTGCGAACTACGCC
CAGAAATTTCAGGGCCGGGTGACCATTACCG
CCGATGAAAGCACCAGCACCGCCTATATGGA
ACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACGGC
CGTGTATTATTGCGCGCGTGAAGGTGGTCTG
CTGACTGACATCTCTTACTCTCGTTACTGGTT
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CGCTTACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGAC
TGTTAGCTCA

SEQ ID NO: 12

Cadena
Pesada

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSD
YAITWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKF
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
REGGLLTDISYSRYWFAYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPC
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

SEQ ID NO: 13

ADN Cadena
Pesada

CAGGTGCAATTGGTGCAGAGCGGTGCCGAA
GTGAAAAAACCGGGCAGCAGCGTGAAAGTTA
GCTGCAAAGCATCCGGAGGGACGTTTTCTGA
CTACGCTATCACTTGGGTGCGCCAGGCCCC
GGGCCAGGGCCTCGAGTGGATGGGCGGTAT
CATCCCGATCTTCGGCACTGCGAACTACGCC
CAGAAATTTCAGGGCCGGGTGACCATTACCG
CCGATGAAAGCACCAGCACCGCCTATATGGA
ACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACGGC
CGTGTATTATTGCGCGCGTGAAGGTGGTCTG
CTGACTGACATCTCTTACTCTCGTTACTGGTT
CGCTTACTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGAC
TGTTAGCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCAAGT
GTGTTTCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGTCTA
CTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTGGGTTGCC
TGGTGAAGGACTACTTCCCCTGTCCCGTGAC
AGTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCC
GGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAG
AGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTG
GTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGAACCC
AGACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGA
GCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTG
CCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTGGG
AGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAG
CCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACC
CCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTG
TCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACT
GGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACG
CCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACA
ACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGA
CCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCA
AAGAATACAAGTGCAAAGTCTCCAACAAGGC
CCTGCCAGCCCCAATCGAAAAGACAATCAGC
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AAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAG
GTGTACACCCTGCCCCCCAGCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTC
TGGTGAAGGGCTTCTACCCCTGTGATATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGA
GAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTG
GACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCA
AGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGC
AGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGC
ACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAA
GTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 14 LCDR1 SGDALRDKFVY
(Combinada)

SEQ ID NO: 15 LCDR2 DDNNRPS
(Combinada)

SEQ ID NO: 16 LCDR3 QSWDHSYSLVV
(Combinada)

SEQ ID NO: 14 LCDR1 SGDALRDKFVY
(Kabat)

SEQ ID NO: 15 LCDR2 DDNNRPS
(Kabat)

SEQ ID NO: 16 LCDR3 QSWDHSYSLVV
(Kabat)

SEQ ID NO: 17 LCDR1 DALRDKF
(Chothia)

SEQ ID NO: 18 LCDR2 DDN
(Chothia)

SEQ ID NO: 19 LCDR3 WDHSYSLV
(Chothia)

SEQ ID NO: 20 LCDR1 ALRDKF
(IMGT)

SEQ ID NO: 18 LCDR2 DDN
(IMGT)

SEQ ID NO: 16 LCDR3 QSWDHSYSLVV
(IMGT)

SEQ ID NO: 29 VL SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDALRDKFVY
WYQQKPGQSPVLVIYDDNNRPSGIPERFSGSN
SGNTATLTISGTQAMDEADYYCQSWDHSYSLV
VFGGGTKLTVL

SEQ ID NO: 30 ADN VL TCGTACGAGCTCACTCAACCGCCTTCTGTGT
CCGTGTCACCCGGGCAGACTGCCTCCATTAC
CTGTTCGGGAGATGCCCTGCGCGACAAGTTT
GTGTACTGGTACCAGCAGAAGCCCGGACAG
TCGCCAGTGCTCGTCATCTATGACGACAACA
ACAGACCTTCCGGTATCCCGGAACGGTTCAG
CGGAAGCAATTCCGGCAACACCGCTACCCTG
ACCATTAGCGGCACTCAGGCCATGGACGAA
GCGGATTACTACTGCCAATCCTGGGACCACT
CATACTCCCTTGTGGTGTTCGGTGGCGGAAC
GAAGCTGACCGTCCTG

SEQ ID NO: 31 Cadena SYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDALRDKFVY

Ligera WYQQKPGQSPVLVIYDDNNRPSGIPERFSGSN
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SGNTATLTISGTQAMDEADYYCQSWDHSYSLV
VFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQA
NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSY
SCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

SEQ ID NO: 32 ADN Cadena | TCGTACGAGCTCACTCAACCGCCTTCTGTGT
Ligera CCGTGTCACCCGGGCAGACTGCCTCCATTAC
CTGTTCGGGAGATGCCCTGCGCGACAAGTTT
GTGTACTGGTACCAGCAGAAGCCCGGACAG
TCGCCAGTGCTCGTCATCTATGACGACAACA
ACAGACCTTCCGGTATCCCGGAACGGTTCAG
CGGAAGCAATTCCGGCAACACCGCTACCCTG
ACCATTAGCGGCACTCAGGCCATGGACGAA
GCGGATTACTACTGCCAATCCTGGGACCACT
CATACTCCCTTGTGGTGTTCGGTGGCGGAAC
GAAGCTGACCGTCCTGGGCCAGCCTAAGGC
CGCTCCCTCCGTGACCCTGTTCCCCCCCAGC
TCCGAGGAACTGCAGGCCAACAAGGCCACC
CTGGTGTGCCTGATCAGCGACTTCTACCCTG
GCGCCGTGACCGTGGCCTGGAAGGCCGACA
GCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGGAGACAA
CCACCCCCAGCAAGCAGAGCAACAACAAGTA
CGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACCCC
CGAGCAGTGGAAGAGCCACAGAAGCTACAG
CTGCCAGGTCACCCACGAGGGCAGCACCGT
GGAGAAAACCGTGGCCCCCACCGAGTGCAG
C
G4 E152_S375C
SEQ ID NO: 33 HCDR1 GGTFSTYAIS
(Combinada)
SEQ ID NO: 34 HCDR2 RIPILGIANYAQKFQG
(Combinada)
SEQ ID NO: 35 HCDR3 EVRMIFDY
(Combinada)
SEQ ID NO: 36 HCDR1 TYAIS
(Kabat)
SEQ ID NO: 34 HCDR2 RIPILGIANYAQKFQG
(Kabat)
SEQ ID NO: 35 HCDR3 EVRMIFDY
(Kabat)
SEQ ID NO: 37 HCDR1 GGTFSTY
(Chothia)
SEQ ID NO: 38 HCDR2 IPILGI
(Chothia)
SEQ ID NO: 35 HCDR3(Chot | EVRMIFDY
hia)
SEQ ID NO: 39 HCDR1 GGTFSTYA
(IMGT)
SEQ ID NO: 40 HCDR2 IIPILGIA
(IMGT)
SEQ ID NO: 41 HCDR3 AREVRMIFDY
(IMGT)
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SEQ ID NO: 42

VH

QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFST
YAISWVRQAPGQGLEWMGRIIPILGIANYAQKF
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
REVRMIFDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 43

ADN VH

CAGGTGCAATTGGTGCAGAGCGGTGCCGAA
GTGAAAAAACCGGGCAGCAGCGTGAAAGTTA
GCTGCAAAGCATCCGGAGGGACGTTTTCTAC
TTACGCTATCTCTTGGGTGCGCCAGGCCCCG
GGCCAGGGCCTCGAGTGGATGGGCCGTATC
ATCCCGATCCTGGGCATCGCGAACTACGCC
CAGAAATTTCAGGGCCGGGTGACCATTACCG
CCGATGAAAGCACCAGCACCGCCTATATGGA
ACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACGGC
CGTGTATTATTGCGCGCGTGAAGTTCGTATG
ATCTTCGATTACTGGGGCCAAGGCACCCTGG
TGACTGTTAGCTCA

SEQ ID NO: 44

Cadena
Pesada

QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFST
YAISWVRQAPGQGLEWMGRIIPILGIANYAQKF
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
REVRMIFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 45

ADN Cadena
Pesada

CAGGTGCAATTGGTGCAGAGCGGTGCCGAA
GTGAAAAAACCGGGCAGCAGCGTGAAAGTTA
GCTGCAAAGCATCCGGAGGGACGTTTTCTAC
TTACGCTATCTCTTGGGTGCGCCAGGCCCCG
GGCCAGGGCCTCGAGTGGATGGGCCGTATC
ATCCCGATCCTGGGCATCGCGAACTACGCC
CAGAAATTTCAGGGCCGGGTGACCATTACCG
CCGATGAAAGCACCAGCACCGCCTATATGGA
ACTGAGCAGCCTGCGCAGCGAAGATACGGC
CGTGTATTATTGCGCGCGTGAAGTTCGTATG
ATCTTCGATTACTGGGGCCAAGGCACCCTGG
TGACTGTTAGCTCAGCCTCTACGAAAGGCCC
AAGCGTATTTCCCCTGGCTCCTTCTAGTAAAT
CAACCTCAGGTGGTACAGCAGCCCTTGGCT
GCCTGGTCAAAGACTATTTCCCCTGTCCGGT
GACCGTCTCATGGAACTCAGGTGCTTTGACA
TCTGGTGTGCATACATTCCCAGCTGTGCTGC
AAAGTAGTGGACTGTACAGCCTTTCCAGCGT
GGTCACGGTGCCAAGTAGCTCCTTGGGTACT
CAGACTTATATCTGCAATGTGAACCACAAGC
CCTCTAACACGAAGGTGGACAAGCGCGTGG
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AGCCCAAATCTTGCGATAAGACGCATACTTG
TCCCCCATGCCCTGCTCCTGAGCTGTTGGGA
GGCCCGTCAGTGTTCTTGTTCCCTCCGAAGC
CTAAGGACACTTTGATGATAAGTAGGACACC
AGAGGTGACTTGCGTGGTGGTTGATGTGTCC
CATGAAGATCCCGAGGTCAAATTTAATTGGT
ACGTAGATGGTGTCGAAGTTCACAATGCTAA
GACTAAGCCAAGGGAAGAGCAGTACAACAGT
ACATATAGGGTAGTCTCCGTGCTGACAGTCC
TCCACCAGGACTGGTTGAACGGCAAGGAATA
CAAATGTAAGGTGTCAAACAAAGCTCTGCCT
GCTCCCATTGAGAAAACAATCTCTAAAGCCA
AAGGCCAGCCGAGAGAGCCCCAAGTCTACA
CTTTGCCCCCGAGCAGGGAGGAAATGACCA
AGAATCAGGTGAGTCTGACGTGCCTCGTCAA
AGGATTTTATCCATGCGATATTGCAGTTGAAT
GGGAGAGCAATGGCCAGCCAGAGAACAACT
ATAAAACCACACCACCCGTGCTCGACTCTGA
TGGCAGCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTGACA
GTCGATAAATCTCGCTGGCAGCAAGGCAATG
TGTTCTCCTGCTCCGTCATGCACGAGGCTTT
GCATAACCATTATACTCAAAAATCTCTGTCCC
TGTCACCTGGTAAA

SEQ ID NO: 46 LCDR1 RASQSISSYLA
(Combinada)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Combinada)

SEQ ID NO: 48 LCDR3 QQSYDYYT
(Combinada)

SEQ ID NO: 46 LCDR1 RASQSISSYLA
(Kabat)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Kabat)

SEQ ID NO: 48 LCDR3 QQSYDYYT
(Kabat)

SEQ ID NO: 49 LCDR1 SQSISSY
(Chothia)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 51 LCDR3 SYDYY
(Chothia)

SEQ ID NO: 52 LCDR1 QSISSY
(IMGT)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(IMGT)

SEQ ID NO: 48 LCDR3 QQSYDYYT
(IMGT)

SEQ ID NO: 53 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL

AWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYDYYTFG
QGTKVEIK
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SEQ ID NO:

54

ADN VL

GATATCCAGATGACCCAGAGCCCGAGCAGC
CTGAGCGCCAGCGTGGGCGATCGCGTGACC
ATTACCTGCAGAGCCAGCCAGTCTATTTCTT
CTTACCTGGCTTGGTACCAGCAGAAACCGGG
CAAAGCGCCGAAACTATTAATCTACGCTGCT
TCTTCTCTGCAAAGCGGCGTGCCGAGCCGC
TTTAGCGGCAGCGGATCCGGCACCGATTTCA
CCCTGACCATTAGCTCTCTGCAACCGGAAGA
CTTTGCGACCTATTATTGCCAGCAGTCTTAC
GACTACTACACCTTTGGCCAGGGCACGAAAG
TTGAAATTAAA

SEQ ID NO:

55

Cadena
Ligera

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL
AWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYDYYTFG
QGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:

56

ADN Cadena
Ligera

GATATCCAGATGACCCAGAGCCCGAGCAGC
CTGAGCGCCAGCGTGGGCGATCGCGTGACC
ATTACCTGCAGAGCCAGCCAGTCTATTTCTT
CTTACCTGGCTTGGTACCAGCAGAAACCGGG
CAAAGCGCCGAAACTATTAATCTACGCTGCT
TCTTCTCTGCAAAGCGGCGTGCCGAGCCGC
TTTAGCGGCAGCGGATCCGGCACCGATTTCA
CCCTGACCATTAGCTCTCTGCAACCGGAAGA
CTTTGCGACCTATTATTGCCAGCAGTCTTAC
GACTACTACACCTTTGGCCAGGGCACGAAAG
TTGAAATTAAACGTACGGTGGCAGCTCCGTC
TGTTTTCATCTTTCCACCTAGCGACGAGCAA
CTCAAAAGTGGTACAGCATCCGTGGTTTGTC
TGCTGAACAATTTTTACCCCAGGGAGGCTAA
GGTCCAGTGGAAAGTCGATAACGCTCTTCAG
TCTGGCAACAGTCAGGAGAGCGTCACAGAG
CAGGACTCTAAGGATAGCACTTATAGTCTGT
CCTCCACGCTGACACTGTCTAAAGCGGATTA
TGAGAAGCACAAGGTTTACGCCTGTGAGGTA
ACGCACCAAGGACTCTCCTCCCCAGTTACCA
AATCTTTCAACAGAGGAGAATGT

MORO024353

E152C_S375C

SEQ ID NO:

57

HCDR1
(Combinada)

GGTFSDYAIS

SEQ ID NO:

58

HCDR2
(Combinada)

GIIPIFGDANYAQKFQG

SEQ ID NO:

59

HCDR3
(Combinada)

EGSSYFYMAY

SEQ ID NO:

60

HCDR1
(Kabat)

DYAIS

SEQ ID NO:

58

HCDR2
(Kabat)

GIIPIFGDANYAQKFQG
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SEQ ID NO: 59 HCDR3 EGSSYFYMAY
(Kabat)

SEQ ID NO: 5 HCDR1 GGTFSDY
(Chothia)

SEQ ID NO: 61 HCDR2 IPIFGD
(Chothia)

SEQ ID NO: 59 r|']|_C)DR3(Chot EGSSYFYMAY

ia
SEQ ID NO: 7 HCDR1 GGTFSDYA
(IMGT)

SEQ ID NO: 62 HCDR2 IIPIFGDA
(IMGT)

SEQ ID NO: 63 HCDR3 AREGSSYFYMAY
(IMGT)

SEQ ID NO: 64 VH QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSD
YAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGDANYAQK
FQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AREGSSYFYMAYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 65 ADN VH CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAA
GTGAAGAAACCTGGCAGCAGCGTGAAGGTG
TCCTGCAAAGCAAGCGGCGGCACCTTCAGC
GATTACGCCATCTCTTGGGTCCGACAGGCCC
CTGGACAAGGCTTGGAATGGATGGGCGGCA
TCATCCCCATCTTCGGCGACGCCAATTACGC
CCAGAAATTCCAGGGCAGAGTGACCATCACC
GCCGACGAGTCTACAAGCACCGCCTACATG
GAACTGAGCAGCCTGAGAAGCGAGGACACC
GCCGTGTACTACTGTGCCAGAGAGGGCAGC
AGCTACTTCTACATGGCCTATTGGGGCCAGG
GCACCCTGGTCACAGTTAGCTCT

SEQ ID NO: 66 Cadena QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSD

Pesada YAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPIFGDANYAQK
FQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
AREGSSYFYMAYWGQGTLVTVSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

SEQ ID NO: 67 ADN Cadena | CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAA

Pesada

GTGAAGAAACCTGGCAGCAGCGTGAAGGTG
TCCTGCAAAGCAAGCGGCGGCACCTTCAGC
GATTACGCCATCTCTTGGGTCCGACAGGCCC
CTGGACAAGGCTTGGAATGGATGGGCGGCA
TCATCCCCATCTTCGGCGACGCCAATTACGC
CCAGAAATTCCAGGGCAGAGTGACCATCACC
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GCCGACGAGTCTACAAGCACCGCCTACATG
GAACTGAGCAGCCTGAGAAGCGAGGACACC
GCCGTGTACTACTGTGCCAGAGAGGGCAGC
AGCTACTTCTACATGGCCTATTGGGGCCAGG
GCACCCTGGTCACAGTTAGCTCTGCTAGCAC
CAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCTGGCCCC
CAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCT
GCCCTGGGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTCC
CCTGTCCCGTGACAGTGTCCTGGAACTCTGG
GGCTCTGACTTCCGGCGTGCACACCTTCCCC
GCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGC
CTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCTCCAGC
TCTCTGGGAACCCAGACCTATATCTGCAACG
TGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACA
AGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTC
CAGAACTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCT
GTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGAT
GATCAGCAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGT
GGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGA
GGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT
GGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAG
AGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGT
GGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGA
CTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAA
GTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATC
GAAAAGACAATCAGCAAGGCCAAGGGCCAG
CCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCC
CCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAG
GTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCT
ACCCCTGTGATATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGA
CCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGCA
GCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGA
CAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTT
CAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCA
CAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTG
AGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 68 LCDR1 SGDNIGSKLAS
(Combinada)

SEQ ID NO: 69 LCDR2 DDSNRPS
(Combinada)

SEQ ID NO: 70 LCDR3 AATAGDRWAYV
(Combinada)

SEQ ID NO: 68 LCDR1 SGDNIGSKLAS
(Kabat)

SEQ ID NO: 69 LCDR2 DDSNRPS
(Kabat)

SEQ ID NO: 70 LCDR3 AATAGDRWAYV
(Kabat)

SEQIDNO: 71 LCDR1 DNIGSKL

(Chothia)
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SEQ ID NO: 72 LCDR2 DDS
(Chothia)

SEQ ID NO: 73 LCDR3 TAGDRWAY
(Chothia)

SEQID NO: 74 LCDR1 NIGSKL
(IMGT)

SEQ ID NO: 72 LCDR2 DDS
(IMGT)

SEQ ID NO: 70 LCDR3 AATAGDRWAYV
(IMGT)

SEQ ID NO: 75 VL SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDNIGSKLAS
WYQQKPGQAPVLVIYDDSNRPSGIPERFSGSN
SGNTATLTISRAQAGDEADYYCAATAGDRWAY
VFGGGTKLTVL

SEQ ID NO: 76 ADN VL AGCTATGAGCTGACACAGCCTCTGTCCGTGT
CTGTGGCTCTGGGACAGACCGCCAGAATCA
CCTGTAGCGGCGACAACATCGGCAGCAAGC
TGGCCTCTTGGTATCAGCAGAAGCCTGGACA
GGCCCCTGTGCTGGTCATCTACGACGACAG
CAATAGACCCAGCGGCATCCCCGAGAGATTC
AGCGGCAGCAATAGCGGCAATACCGCCACA
CTGACCATCAGCAGAGCACAGGCTGGCGAC
GAGGCCGATTACTATTGTGCTGCCACAGCCG
GCGACAGATGGGCCTATGTTTTTGGCGGCG
GAACAAAGCTGACCGTGCTG

SEQ ID NO: 77 Cadena SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDNIGSKLAS

Ligera WYQQKPGQAPVLVIYDDSNRPSGIPERFSGSN
SGNTATLTISRAQAGDEADYYCAATAGDRWAY
VFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQA
NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSY
SCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

SEQ ID NO: 78 ADN Cadena | AGCTATGAGCTGACACAGCCTCTGTCCGTGT

Ligera CTGTGGCTCTGGGACAGACCGCCAGAATCA

CCTGTAGCGGCGACAACATCGGCAGCAAGC
TGGCCTCTTGGTATCAGCAGAAGCCTGGACA
GGCCCCTGTGCTGGTCATCTACGACGACAG
CAATAGACCCAGCGGCATCCCCGAGAGATTC
AGCGGCAGCAATAGCGGCAATACCGCCACA
CTGACCATCAGCAGAGCACAGGCTGGCGAC
GAGGCCGATTACTATTGTGCTGCCACAGCCG
GCGACAGATGGGCCTATGTTTTTGGCGGCG
GAACAAAGCTGACCGTGCTGGGACAGCCTA
AGGCCGCTCCCTCCGTGACCCTGTTCCCCC
CCAGCTCCGAGGAACTGCAGGCCAACAAGG
CCACCCTGGTGTGCCTGATCAGCGACTTCTA
CCCTGGCGCCGTGACCGTGGCCTGGAAGGC
CGACAGCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGGA
GACAACCACCCCCAGCAAGCAGAGCAACAA
CAAGTACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCT
GACCCCCGAGCAGTGGAAGAGCCACAGAAG
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CTACAGCTGCCAGGTCACCCACGAGGGCAG
CACCGTGGAGAAAACCGTGGCCCCCACCGA
GTGCAGC

MOR024354

E152C _S375C

SEQ ID NO: 79 HCDR1 GFTFSSFGMS

(Combinada)
SEQ ID NO: 80 HCDR2 AISYSGSDTYYADSVKG
(Combinada)
SEQ ID NO: 81 HCDR3 DVGVMDY
(Combinada)
SEQ ID NO: 82 HCDR1 SFGMS
(Kabat)
SEQ ID NO: 80 HCDR2 AISYSGSDTYYADSVKG
(Kabat)
SEQ ID NO: 81 HCDR3 DVGVMDY
(Kabat)
SEQ ID NO: 83 HCDR1 GFTFSSF
(Chothia)
SEQ ID NO: 84 HCDR2 SYSGSD
(Chothia)

SEQ ID NO: 81 HCDR3(Chot | DVGVMDY

hia)
SEQ ID NO: 85 HCDR1 GFTFSSFG
(IMGT)

SEQ ID NO: 86 HCDR2 ISYSGSDT
(IMGT)

SEQ ID NO: 87 HCDR3 ARDVGVMDY
(IMGT)

SEQ ID NO: 88 VH QVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSF
GMSWVRQAPGKGLEWVSAISYSGSDTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARDVGVMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 89 ADN VH CAGGTTCAGCTGCTGGAATCTGGCGGAGGA
CTGGTTCAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGT
CTTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAGCAG
CTTTGGCATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGCAAAGGACTTGAATGGGTGTCCGCCATC
AGCTACAGCGGCAGCGATACCTACTACGCC
GACAGCGTGAAGGGCAGATTCACCATCTCCA
GAGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCA
GATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGTGCCAGAGATGTGGGCGT
GATGGACTATTGGGGCCAGGGCACACTGGT
CACCGTTAGCTCT

SEQ ID NO: 90 Cadena QVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSF

Pesada

GMSWVRQAPGKGLEWVSAISYSGSDTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARDVGVMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTH
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TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 91

ADN Cadena
Pesada

CAGGTTCAGCTGCTGGAATCTGGCGGAGGA
CTGGTTCAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGT
CTTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAGCAG
CTTTGGCATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGCAAAGGACTTGAATGGGTGTCCGCCATC
AGCTACAGCGGCAGCGATACCTACTACGCC
GACAGCGTGAAGGGCAGATTCACCATCTCCA
GAGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCA
GATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGTGCCAGAGATGTGGGCGT
GATGGACTATTGGGGCCAGGGCACACTGGT
CACCGTTAGCTCTGCTAGCACCAAGGGCCCA
AGTGTGTTTCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGT
CTACTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTGGGTT
GCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCTGTCCCGT
GACAGTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACT
TCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTG
CAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGC
GTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGA
ACCCAGACCTATATCTGCAACGTGAACCACA
AGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAG
TGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACA
CCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGC
TGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCC
CAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAG
GACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGA
CGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTT
CAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCA
CAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCA
GTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCGT
GCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAA
CGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGTCTCCAAC
AAGGCCCTGCCAGCCCCAATCGAAAAGACAA
TCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGC
CCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCAGCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGA
CCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCTGTGA
TATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCA
GCCCGAGAACAACTACAAGACCACCcCcccC
AGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCT
GTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAG
GTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAG
CGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTA
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CACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGG
CAAG

SEQ ID NO: 92 LCDR1 SGDNLGTYYAH
(Combinada)

SEQ ID NO: 93 LCDR2 SQSHRPS
(Combinada)

SEQ ID NO: 94 LCDR3 GAWDAPSPELV
(Combinada)

SEQ ID NO: 92 LCDR1 SGDNLGTYYAH
(Kabat)

SEQ ID NO: 93 LCDR2 SQSHRPS
(Kabat)

SEQ ID NO: 94 LCDR3 GAWDAPSPELV
(Kabat)

SEQ ID NO: 95 LCDR1 DNLGTYY
(Chothia)

SEQ ID NO: 96 LCDR2 SQS
(Chothia)

SEQ ID NO: 97 LCDR3 WDAPSPEL
(Chothia)

SEQ ID NO: 98 LCDR1 NLGTYY
(IMGT)

SEQ ID NO: 96 LCDR2 SQS
(IMGT)

SEQ ID NO: 94 LCDR3 GAWDAPSPELV
(IMGT)

SEQ ID NO: 99 VL SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDNLGTYYAH
WYQQKPGQAPVLVIYSQSHRPSGIPERFSGSN
SGNTATLTISRAQAGDEADYYCGAWDAPSPEL
VFGGGTKLTVL

SEQ ID NO: 100 ADN VL AGCTATGAGCTGACACAGCCTCTGTCCGTGT
CTGTGGCTCTGGGACAGACCGCCAGAATCA
CCTGTAGCGGCGATAACCTGGGCACCTACTA
CGCCCACTGGTATCAGCAGAAGCCTGGACA
GGCTCCCGTGCTGGTCATCTACAGCCAGTCT
CACAGACCCAGCGGCATCCCCGAGAGATTC
AGCGGCAGCAATAGCGGCAATACCGCCACA
CTGACCATCAGCAGAGCACAGGCTGGCGAC
GAGGCCGATTACTATTGTGGCGCTTGGGAC
GCCCCATCTCCTGAGCTTGTTTTTGGCGGAG
GCACCAAGCTGACAGTGCTG

SEQ ID NO: 101 Cadena SYELTQPLSVSVALGQTARITCSGDNLGTYYAH

Ligera WYQQKPGQAPVLVIYSQSHRPSGIPERFSGSN
SGNTATLTISRAQAGDEADYYCGAWDAPSPEL
VFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQA
NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSY
SCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

SEQ ID NO: 102 ADN Cadena | AGCTATGAGCTGACACAGCCTCTGTCCGTGT

Ligera CTGTGGCTCTGGGACAGACCGCCAGAATCA

CCTGTAGCGGCGATAACCTGGGCACCTACTA
CGCCCACTGGTATCAGCAGAAGCCTGGACA
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GGCTCCCGTGCTGGTCATCTACAGCCAGTCT
CACAGACCCAGCGGCATCCCCGAGAGATTC
AGCGGCAGCAATAGCGGCAATACCGCCACA
CTGACCATCAGCAGAGCACAGGCTGGCGAC
GAGGCCGATTACTATTGTGGCGCTTGGGAC
GCCCCATCTCCTGAGCTTGTTTTTGGCGGAG
GCACCAAGCTGACAGTGCTGGGACAGCCTA
AGGCCGCTCCCTCCGTGACCCTGTTCCCCC
CCAGCTCCGAGGAACTGCAGGCCAACAAGG
CCACCCTGGTGTGCCTGATCAGCGACTTCTA
CCCTGGCGCCGTGACCGTGGCCTGGAAGGC
CGACAGCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGGA
GACAACCACCCCCAGCAAGCAGAGCAACAA
CAAGTACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCT
GACCCCCGAGCAGTGGAAGAGCCACAGAAG
CTACAGCTGCCAGGTCACCCACGAGGGCAG
CACCGTGGAGAAAACCGTGGCCCCCACCGA
GTGCAGC

Y010341 E152C_S375C

SEQ ID NO: 103 HCDR1 GFTFSSYAMS
(Combinada)

SEQ ID NO: 104 HCDR2 AISGSGGSTYYADSVKG
(Combinada)

SEQ ID NO: 105 HCDR3 AFRLYWLDV
(Combinada)

SEQ ID NO: 106 HCDR1 SYAMS
(Kabat)

SEQ ID NO: 104 HCDR2 AISGSGGSTYYADSVKG
(Kabat)

SEQ ID NO: 105 HCDR3 AFRLYWLDV
(Kabat)

SEQ ID NO: 107 HCDR1 GFTFSSY
(Chothia)

SEQ ID NO: 108 HCDR2 SGSGGS
(Chothia)

SEQ ID NO: 105 HCDR3(Chot | AFRLYWLDV

hia)
SEQ ID NO: 109 HCDR1 GFTFSSYA
(IMGT)

SEQ ID NO: 110 HCDR2 ISGSGGST
(IMGT)

SEQ ID NO: 111 HCDR3 ARAFRLYWLDV
(IMGT)

SEQ ID NO: 112 VH EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSY
AMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARAFRLYWLDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 113 ADN VH GAAGTTCAGCTGCTGGAATCTGGCGGAGGA

CTGGTTCAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGT
CTTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTTAGCAG
CTACGCCATGAGCTGGGTCCGACAGGCTCC

TGGCAAAGGCCTTGAATGGGTGTCCGCCATC

138




TCTGGCTCTGGCGGCAGCACATATTACGCCG
ACTCTGTGAAGGGCAGATTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAG
ATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCC
GTGTACTATTGTGCCAGAGCCTTCCGGCTGT
ACTGGCTGGATGTTTGGGGACAGGGCACCC
TGGTCACAGTGTCATCT

SEQ ID NO: 114

Cadena
Pesada

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSY
AMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARAFRLYWLDVWGQGTLVTVSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

SEQ ID NO: 115

ADN Cadena
Pesada

GAAGTTCAGCTGCTGGAATCTGGCGGAGGA
CTGGTTCAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGT
CTTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTTAGCAG
CTACGCCATGAGCTGGGTCCGACAGGCTCC
TGGCAAAGGCCTTGAATGGGTGTCCGCCATC
TCTGGCTCTGGCGGCAGCACATATTACGCCG
ACTCTGTGAAGGGCAGATTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAG
ATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCC
GTGTACTATTGTGCCAGAGCCTTCCGGCTGT
ACTGGCTGGATGTTTGGGGACAGGGCACCC
TGGTCACAGTGTCATCTGCTAGCACCAAGGG
CCCAAGTGTGTTTCCCCTGGCCCCCAGCAG
CAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTG
GGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCTGTC
CCGTGACAGTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCT
GACTTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGT
GCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAG
CAGCGTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCT
GGGAACCCAGACCTATATCTGCAACGTGAAC
CACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAG
AGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACC
CACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAA
CTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCC
CCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCA
GCAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGG
TGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGG
TGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGG

139




AGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTC
CGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCT
GAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGTCTCC
AACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCGAAAAGA
CAATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGG
AGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCAGCC
GGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCC
TGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCTG
TGATATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGG
CCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCC
CCCAGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTT
CCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGC
AGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCAC
TACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCC
GGCAAG

SEQ ID NO: 116 LCDR1 RASQSISSYLN
(Combinada)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Combinada)

SEQ ID NO: 117 LCDR3 QQVYSAPVT
(Combinada)

SEQ ID NO: 116 LCDR1 RASQSISSYLN
(Kabat)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Kabat)

SEQ ID NO: 117 LCDR3 QQVYSAPVT
(Kabat)

SEQ ID NO: 49 LCDR1 SQSISSY
(Chothia)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 118 LCDR3 VYSAPV
(Chothia)

SEQ ID NO: 52 LCDR1 QSISSY
(IMGT)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(IMGT)

SEQ ID NO: 117 LCDR3 QQVYSAPVT
(IMGT)

SEQ ID NO: 119 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL
NWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVYSAPVTF
GQGTKVEIK

SEQ ID NO: 120 ADN VL GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC

CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCAGCA
GCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GCAAGGCCCCTAAACTGCTGATCTATGCCGC
CAGCTCTCTGCAGTCTGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
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ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGTCTA
CAGCGCCCCTGTGACATTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 121

Cadena

DIOQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL

Ligera NWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVYSAPVTF
GQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 122 ADN Cadena | GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC

Ligera CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCAGCA
GCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GCAAGGCCCCTAAACTGCTGATCTATGCCGC
CAGCTCTCTGCAGTCTGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGTCTA
CAGCGCCCCTGTGACATTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCGC
TCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGAC
GAGCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGTG
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGG
AGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACG
CCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCG
TCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCT
ACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCA
AGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACG
CCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCA
GCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCG
AGTGC

Y010355 E152C_S375C
SEQ ID NO: 123 HCDR1 GFTFSNYWIS

(Combinada)

SEQ ID NO: 124 HCDR2 RIKSKTYGGTTDYAEPVKG

(Combinada)

SEQ ID NO: 125 HCDR3 TSRRSYAFDY
(Combinada)
SEQ ID NO: 126 HCDR1 NYWIS

(Kabat)

SEQ ID NO: 124 HCDR2 RIKSKTYGGTTDYAEPVKG

(Kabat)

SEQ ID NO: 125 HCDR3 TSRRSYAFDY
(Kabat)

SEQ ID NO: 127 HCDR1 GFTFSNY
(Chothia)

SEQ ID NO: 128 HCDR2 KSKTYGGT
(Chothia)

SEQ ID NO: 125 HCDR3(Chot | TSRRSYAFDY
hia)
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SEQ ID NO:

129

HCDR1
(IMGT)

GFTFSNYW

SEQ ID NO:

130

HCDR2
(IMGT)

IKSKTYGGTT

SEQ ID NO:

131

HCDR3
(IMGT)

ARTSRRSYAFDY

SEQ ID NO:

132

VH

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNY
WISWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTYGGTTDYA
EPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARTSRRSYAFDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:

133

ADN VH

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
CTACTGGATCAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGCAAAGGACTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCTACGGCGGCACCACCGA
TTATGCCGAGCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAACCA
GCAGAAGAAGCTACGCCTTCGACTACTGGG
GCCAGGGCACACTGGTTACCGTTAGCTCT

SEQ ID NO:

134

Cadena
Pesada

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNY
WISWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTYGGTTDYA
EPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARTSRRSYAFDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

SEQ ID NO:

135

ADN Cadena
Pesada

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
CTACTGGATCAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGCAAAGGACTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCTACGGCGGCACCACCGA
TTATGCCGAGCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAACCA
GCAGAAGAAGCTACGCCTTCGACTACTGGG
GCCAGGGCACACTGGTTACCGTTAGCTCTGC
TAGCACCAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCTG
GCCCCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGGA
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ACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGGTGAAGGAC
TACTTCCCCTGTCCCGTGACAGTGTCCTGGA
ACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCACA
CCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCC
TGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGC
CCTCCAGCTCTCTGGGAACCCAGACCTATAT
CTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGC
TGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGC
CCAGCTCCAGAACTGCTGGGAGGGCCTTCC
GTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACA
CCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTGA
CCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGG
ACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAA
GCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTA
CAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCA
CCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAA
GTGCAAAGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGC
CCCAATCGAAAAGACAATCAGCAAGGCCAAG
GGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACC
CTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAG
AACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGG
GCTTCTACCCCTGTGATATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTA
CAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGA
CGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACC
GTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAAC
GTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCC
CTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGA
GCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 136 LCDR1 RASQSISSWLA
(Combinada)

SEQ ID NO: 137 LCDR2 DASSLES
(Combinada)

SEQ ID NO: 138 LCDR3 QQITRYPVT
(Combinada)

SEQ ID NO: 136 LCDR1 RASQSISSWLA
(Kabat)

SEQ ID NO: 137 LCDR2 DASSLES
(Kabat)

SEQ ID NO: 138 LCDR3 QQITRYPVT
(Kabat)

SEQ ID NO: 139 LCDR1 SQSISSW
(Chothia)

SEQ ID NO: 140 LCDR2 DAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 141 LCDR3 ITRYPV
(Chothia)

SEQ ID NO: 142 LCDR1 QSISSW
(IMGT)
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SEQ ID NO: 140

LCDR2
(IMGT)

DAS

SEQ ID NO: 138

LCDR3
(IMGT)

QQITRYPVT

SEQ ID NO: 143

VL

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWL
AWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGS
GSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQITRYPVTF
GQGTKVEIK

SEQ ID NO: 144

ADN VL

GACATCCAGATGACACAGAGCCCCAGCACA
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCTCCT
CTTGGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCTG
GCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGATGC
CAGCAGCCTGGAAAGCGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGAGTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGATCAC
AAGATACCCCGTGACCTTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 145

Cadena
Ligera

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWL
AWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGS
GSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQITRYPVTF
GQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHOQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 146

ADN Cadena
Ligera

GACATCCAGATGACACAGAGCCCCAGCACA
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCTCCT
CTTGGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCTG
GCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGATGC
CAGCAGCCTGGAAAGCGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGAGTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGATCAC
AAGATACCCCGTGACCTTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCGC
TCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGAC
GAGCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGTG
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGG
AGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACG
CCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCG
TCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCT
ACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCA
AGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACG
CCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCA
GCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCG
AGTGC

Y010356 E152C_S375C

SEQ ID NO: 123

HCDR1
(Combinada)

GFTFSNYWIS

144




SEQ ID NO: 124 HCDR2 RIKSKTYGGTTDYAEPVKG
(Combinada)

SEQ ID NO: 147 HCDR3 VSGYYSHSGGFDV
(Combinada)

SEQ ID NO: 126 HCDR1 NYWIS
(Kabat)

SEQ ID NO: 124 HCDR2 RIKSKTYGGTTDYAEPVKG
(Kabat)

SEQ ID NO: 147 HCDR3 VSGYYSHSGGFDV
(Kabat)

SEQ ID NO: 127 HCDR1 GFTFSNY
(Chothia)

SEQ ID NO: 128 HCDR2 KSKTYGGT
(Chothia)

SEQ ID NO: 147 HCDR3(Chot | VSGYYSHSGGFDV

hia)
SEQ ID NO: 129 HCDR1 GFTFSNYW
(IMGT)

SEQ ID NO: 130 HCDR2 IKSKTYGGTT
(IMGT)

SEQ ID NO: 148 HCDR3 ARVSGYYSHSGGFDV
(IMGT)

SEQ ID NO: 149 VH EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNY
WISWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTYGGTTDYA
EPVKGRFTISRDDSKNTLYLOQMNSLKTEDTAVY
YCARVSGYYSHSGGFDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 150 ADN VH GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
CTACTGGATCAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGCAAAGGACTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCTACGGCGGCACCACCGA
TTATGCCGAGCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGTGTC
TGGCTACTACTCTCACAGCGGCGGCTTTGAT
GTGTGGGGCCAGGGAACACTGGTCACCGTT
AGTTCT

SEQ ID NO: 151 Cadena EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNY

Pesada

WISWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTYGGTTDYA
EPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARVSGYYSHSGGFDVWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPC
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVE
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
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TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

SEQ ID NO: 152

ADN Cadena
Pesada

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
CTACTGGATCAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGCAAAGGACTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCTACGGCGGCACCACCGA
TTATGCCGAGCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGTGTC
TGGCTACTACTCTCACAGCGGCGGCTTTGAT
GTGTGGGGCCAGGGAACACTGGTCACCGTT
AGTTCTGCTAGCACCAAGGGCCCAAGTGTGT
TTCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGTCTACTTC
CGGCGGAACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGGT
GAAGGACTACTTCCCCTGTCCCGTGACAGTG
TCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGC
GTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGC
AGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTG
ACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGAACCCAGA
CCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCC
CAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCC
CCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTGGGAGG
GCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCC
AAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCC
GAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCC
CACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGG
TACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCC
AAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAAC
AGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACC
GTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAA
GAATACAAGTGCAAAGTCTCCAACAAGGCCC
TGCCAGCCCCAATCGAAAAGACAATCAGCAA
GGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGG
TGTACACCCTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGA
TGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCT
GGTGAAGGGCTTCTACCCCTGTGATATCGCC
GTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAG
AACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGG
ACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAA
GCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCA
GGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCA
CGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAA
GTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 153

LCDR1
(Combinada)

RASQGISNYLA

SEQ ID NO: 154

LCDR2
(Combinada)

AASTLQS
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SEQ ID NO: 155

LCDR3

QKTWRTPGT

(Combinada)

SEQ ID NO: 153 LCDR1 RASQGISNYLA
(Kabat)

SEQ ID NO: 154 LCDR2 AASTLQS
(Kabat)

SEQ ID NO: 155 LCDR3 QKTWRTPGT
(Kabat)

SEQ ID NO: 156 LCDR1 SQGISNY
(Chothia)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 157 LCDR3 TWRTPG
(Chothia)

SEQ ID NO: 158 LCDR1 QGISNY
(IMGT)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(IMGT)

SEQ ID NO: 155 LCDR3 QKTWRTPGT
(IMGT)

SEQ ID NO: 159 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYL
AWYQQKPGKVPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQKTWRTPGT
FGQGTKVEIK

SEQ ID NO: 160 ADN VL GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCATCAGC
AACTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCCG
GCAAGGTGCCCAAGCTGCTGATCTACGCTG
CCAGCACACTGCAGAGCGGAGTGCCTAGCA
GATTTTCTGGCAGCGGCTCCGGCACCGATTT
CACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAG
GACGTGGCCACCTACTACTGTCAGAAAACCT
GGCGGACCCCTGGCACATTTGGCCAGGGAA
CAAAGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 161 Cadena DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYL

Ligera AWYQQKPGKVPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQKTWRTPGT
FGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 162 ADN Cadena | GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC

Ligera CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC

ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCATCAGC
AACTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCCG
GCAAGGTGCCCAAGCTGCTGATCTACGCTG
CCAGCACACTGCAGAGCGGAGTGCCTAGCA
GATTTTCTGGCAGCGGCTCCGGCACCGATTT
CACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAG
GACGTGGCCACCTACTACTGTCAGAAAACCT
GGCGGACCCCTGGCACATTTGGCCAGGGAA
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CAAAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCG
CTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGA
CGAGCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGT
GGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGG
GAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAAC
GCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGC
GTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACC
TACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGC
AAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTAC
GCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCC
AGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGC
GAGTGC

Y010415 E152C_S375C

SEQ ID NO: 103 HCDR1 GFTFSSYAMS
(Combinada)

SEQ ID NO: 104 HCDR2 AISGSGGSTYYADSVKG
(Combinada)

SEQ ID NO: 163 HCDR3 SRLIAPWLDY
(Combinada)

SEQ ID NO: 106 HCDR1 SYAMS
(Kabat)

SEQ ID NO: 104 HCDR2 AISGSGGSTYYADSVKG
(Kabat)

SEQ ID NO: 163 HCDR3 SRLIAPWLDY
(Kabat)

SEQ ID NO: 107 HCDR1 GFTFSSY
(Chothia)

SEQ ID NO: 108 HCDR2 SGSGGS
(Chothia)

SEQ ID NO: 163 HCDR3(Chot | SRLIAPWLDY

hia)
SEQ ID NO: 109 HCDR1 GFTFSSYA
(IMGT)

SEQ ID NO: 110 HCDR2 ISGSGGST
(IMGT)

SEQ ID NO: 164 HCDR3 ARSRLIAPWLDY
(IMGT)

SEQ ID NO: 165 VH EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSY
AMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARSRLIAPWLDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 166 ADN VH GAAGTTCAGCTGCTGGAATCTGGCGGAGGA

CTGGTTCAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGT
CTTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTTAGCAG
CTACGCCATGAGCTGGGTCCGACAGGCTCC

TGGCAAAGGCCTTGAATGGGTGTCCGCCATC
TCTGGCTCTGGCGGCAGCACATATTACGCCG
ACTCTGTGAAGGGCAGATTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAG
ATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCC

GTGTACTACTGTGCCAGAAGCAGACTGATCG
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CCCCTTGGCTGGATTATTGGGGCCAGGGCA
CACTGGTCACCGTGTCATCT

SEQ ID NO: 167

Cadena
Pesada

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSY
AMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARSRLIAPWLDYWGQGTLVTVSSASTKGPSV
FPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

SEQ ID NO: 168

ADN Cadena
Pesada

GAAGTTCAGCTGCTGGAATCTGGCGGAGGA
CTGGTTCAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGT
CTTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTTAGCAG
CTACGCCATGAGCTGGGTCCGACAGGCTCC
TGGCAAAGGCCTTGAATGGGTGTCCGCCATC
TCTGGCTCTGGCGGCAGCACATATTACGCCG
ACTCTGTGAAGGGCAGATTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAG
ATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCC
GTGTACTACTGTGCCAGAAGCAGACTGATCG
CCCCTTGGCTGGATTATTGGGGCCAGGGCA
CACTGGTCACCGTGTCATCTGCTAGCACCAA
GGGCCCAAGTGTGTTTCCCCTGGCCCCCAG
CAGCAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCTGCC
CTGGGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCT
GTCCCGTGACAGTGTCCTGGAACTCTGGGG
CTCTGACTTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGC
CGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCT
GAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTC
TCTGGGAACCCAGACCTATATCTGCAACGTG
AACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAG
ACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCA
GAACTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGT
TCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGAT
CAGCAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGT
GGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGT
GAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA
GGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGA
GGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGT
GTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTG
GCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGTC
TCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCGAAA
AGACAATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCAC
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GGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCA
GCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGT
CCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCC
CTGTGATATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAA
CGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCAC
CCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTT
CTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAG
TCCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGC
TGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAAC
CACTACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCC
CCGGCAAG

SEQ ID NO: 116 LCDR1 RASQSISSYLN
(Combinada)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Combinada)

SEQ ID NO: 169 LCDR3 QQVYGSPPT
(Combinada)

SEQ ID NO: 116 LCDR1 RASQSISSYLN
(Kabat)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Kabat)

SEQ ID NO: 169 LCDR3 QQVYGSPPT
(Kabat)

SEQ ID NO: 49 LCDR1 SQSISSY
(Chothia)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 170 LCDR3 VYGSPP
(Chothia)

SEQ ID NO: 52 LCDR1 QSISSY
(IMGT)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(IMGT)

SEQ ID NO: 169 LCDR3 QQVYGSPPT
(IMGT)

SEQ ID NO: 171 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL
NWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVYGSPPTF
GQGTKVEIK

SEQ ID NO: 172 ADN VL GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCAGCA
GCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GCAAGGCCCCTAAACTGCTGATCTATGCCGC
CAGCTCTCTGCAGTCTGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGTCTA
CGGCAGCCCTCCTACATTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 173 Cadena DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL

Ligera NWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
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GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVYGSPPTF
GQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHOQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 174 ADN Cadena | GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC
Ligera CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCAGCA
GCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GCAAGGCCCCTAAACTGCTGATCTATGCCGC
CAGCTCTCTGCAGTCTGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGTCTA
CGGCAGCCCTCCTACATTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCGC
TCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGAC
GAGCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGTG
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGG
AGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACG
CCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCG
TCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCT
ACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCA
AGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACG
CCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCA
GCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCG
AGTGC
Y010417 E152C_S375C
SEQ ID NO: 175 HCDR1 GYSFTSYWIG
(Combinada)
SEQ ID NO: 176 HCDR2 IIYPGDSDTRYSPSFQG
(Combinada)
SEQ ID NO: 177 HCDR3 GSSAASGLSGDL
(Combinada)
SEQ ID NO: 178 HCDR1 SYWIG
(Kabat)
SEQ ID NO: 176 HCDR2 IIYPGDSDTRYSPSFQG
(Kabat)
SEQ ID NO: 177 HCDR3 GSSAASGLSGDL
(Kabat)
SEQ ID NO: 179 HCDR1 GYSFTSY
(Chothia)
SEQ ID NO: 180 HCDR2 YPGDSD
(Chothia)
SEQ ID NO: 177 HCDR3(Chot | GSSAASGLSGDL
hia)
SEQ ID NO: 181 HCDR1 GYSFTSYW
(IMGT)
SEQ ID NO: 182 HCDR2 IYPGDSDT
(IMGT)
SEQ ID NO: 183 HCDR3 ARGSSAASGLSGDL
(IMGT)
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SEQ ID NO: 184

VH

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSY
WIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPS
FQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYC
ARGSSAASGLSGDLWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 185

ADN VH

GAAGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAA
GTGAAGAAGCCTGGCGAGAGCCTGAAGATC
TCCTGCAAAGGCAGCGGCTACAGCTTCACCA
GCTACTGGATCGGCTGGGTCCGACAGATGC
CTGGCAAAGGCCTTGAGTGGATGGGCATCAT
CTACCCCGGCGACAGCGACACCAGATACAG
CCCTAGCTTTCAGGGCCAAGTGACCATCAGC
GCCGACAAGAGCATCAGCACAGCCTACCTG
CAGTGGTCCAGCCTGAAGGCCTCTGACACC
GCCATGTACTACTGTGCCAGAGGAAGCTCTG
CCGCCTCTGGACTGTCTGGCGATCTTTGGG
GACAGGGCACACTGGTCACAGTGTCTAGT

SEQ ID NO: 186

Cadena
Pesada

EVOLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSY
WIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPS
FQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYC
ARGSSAASGLSGDLWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

SEQ ID NO: 187

ADN Cadena
Pesada

GAAGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGAA
GTGAAGAAGCCTGGCGAGAGCCTGAAGATC
TCCTGCAAAGGCAGCGGCTACAGCTTCACCA
GCTACTGGATCGGCTGGGTCCGACAGATGC
CTGGCAAAGGCCTTGAGTGGATGGGCATCAT
CTACCCCGGCGACAGCGACACCAGATACAG
CCCTAGCTTTCAGGGCCAAGTGACCATCAGC
GCCGACAAGAGCATCAGCACAGCCTACCTG
CAGTGGTCCAGCCTGAAGGCCTCTGACACC
GCCATGTACTACTGTGCCAGAGGAAGCTCTG
CCGCCTCTGGACTGTCTGGCGATCTTTGGG
GACAGGGCACACTGGTCACAGTGTCTAGTG
CTAGCACCAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCT
GGCCCCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGG
AACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGGTGAAGGA
CTACTTCCCCTGTCCCGTGACAGTGTCCTGG
AACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCACA
CCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCC
TGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGC
CCTCCAGCTCTCTGGGAACCCAGACCTATAT
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CTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGC
TGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGC
CCAGCTCCAGAACTGCTGGGAGGGCCTTCC
GTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACA
CCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTGA
CCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGG
ACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAA
GCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTA
CAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCA
CCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAA
GTGCAAAGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGC
CCCAATCGAAAAGACAATCAGCAAGGCCAAG
GGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACC
CTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAG
AACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGG
GCTTCTACCCCTGTGATATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTA
CAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGA
CGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACC
GTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAAC
GTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCC
CTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGA
GCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 116 LCDR1 RASQSISSYLN
(Combinada)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Combinada)

SEQ ID NO: 188 LCDR3 QQDYYSPFT
(Combinada)

SEQ ID NO: 116 LCDR1 RASQSISSYLN
(Kabat)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Kabat)

SEQ ID NO: 188 LCDR3 QQDYYSPFT
(Kabat)

SEQ ID NO: 49 LCDR1 SQSISSY
(Chothia)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 189 LCDR3 DYYSPF
(Chothia)

SEQ ID NO: 52 LCDR1 QSISSY
(IMGT)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(IMGT)

SEQ ID NO: 188 LCDR3 QQDYYSPFT
(IMGT)

SEQ ID NO: 190 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL

NWYQOQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
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GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQDYYSPFTF
GQGTKVEIK

SEQ ID NO: 191

ADN VL

GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCAGCA
GCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GCAAGGCCCCTAAACTGCTGATCTATGCCGC
CAGCTCTCTGCAGTCTGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGACTA
CTACAGCCCCTTCACCTTTGGCCAGGGCACC
AAGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 192

Cadena
Ligera

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL
NWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQDYYSPFTF
GQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:

193

ADN Cadena
Ligera

GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCAGCA
GCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GCAAGGCCCCTAAACTGCTGATCTATGCCGC
CAGCTCTCTGCAGTCTGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGACTA
CTACAGCCCCTTCACCTTTGGCCAGGGCACC
AAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCGCT
CCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACG
AGCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGTGG
TGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGA
GGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGC
CCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGT
CACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTA
CAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAA
GGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGC
CTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAG
CCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGA
GTGC

Y010429 E152C_S375C

SEQ ID NO:

103

HCDR1
(Combinada)

GFTFSSYAMS

SEQ ID NO:

104

HCDR2
(Combinada)

AISGSGGSTYYADSVKG

SEQ ID NO:

194

HCDR3
(Combinada)

AYKLSWLDL

SEQ ID NO:

106

HCDR1
(Kabat)

SYAMS
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SEQ ID NO: 104 HCDR2 AISGSGGSTYYADSVKG
(Kabat)

SEQ ID NO: 194 HCDR3 AYKLSWLDL
(Kabat)

SEQ ID NO: 107 HCDR1 GFTFSSY
(Chothia)

SEQ ID NO: 108 HCDR2 SGSGGS
(Chothia)

SEQ ID NO: 194 EI'C)DR3(ChOt AYKLSWLDL
ia

SEQ ID NO: 109 HCDR1 GFTFSSYA
(IMGT)

SEQ ID NO: 110 HCDR2 ISGSGGST
(IMGT)

SEQ ID NO: 195 HCDR3 ARAYKLSWLDL
(IMGT)

SEQ ID NO: 196 VH EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSY
AMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARAYKLSWLDLWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 197 ADN VH GAAGTTCAGCTGCTGGAATCTGGCGGAGGA
CTGGTTCAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGT
CTTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTTAGCAG
CTACGCCATGAGCTGGGTCCGACAGGCTCC
TGGCAAAGGCCTTGAATGGGTGTCCGCCATC
TCTGGCTCTGGCGGCAGCACATATTACGCCG
ACTCTGTGAAGGGCAGATTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAG
ATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCC
GTGTACTATTGTGCCAGAGCCTACAAGCTGA
GCTGGCTGGATCTTTGGGGCCAGGGCACAC
TGGTCACAGTGTCATCT

SEQ ID NO: 198 Cadena EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSY

Pesada AMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARAYKLSWLDLWGQGTLVTVSSASTKGPSVF
PLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
K

SEQ ID NO: 199 ADN Cadena | GAAGTTCAGCTGCTGGAATCTGGCGGAGGA

Pesada

CTGGTTCAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGT
CTTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTTAGCAG
CTACGCCATGAGCTGGGTCCGACAGGCTCC

TGGCAAAGGCCTTGAATGGGTGTCCGCCATC
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TCTGGCTCTGGCGGCAGCACATATTACGCCG
ACTCTGTGAAGGGCAGATTCACCATCAGCCG
GGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAG
ATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCC
GTGTACTATTGTGCCAGAGCCTACAAGCTGA
GCTGGCTGGATCTTTGGGGCCAGGGCACAC
TGGTCACAGTGTCATCTGCTAGCACCAAGGG
CCCAAGTGTGTTTCCCCTGGCCCCCAGCAG
CAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTG
GGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCTGTC
CCGTGACAGTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCT
GACTTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGT
GCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAG
CAGCGTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCT
GGGAACCCAGACCTATATCTGCAACGTGAAC
CACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAG
AGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGACC
CACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAA
CTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCC
CCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCA
GCAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGG
TGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGG
TGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGG
AGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTC
CGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCT
GAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGTCTCC
AACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCGAAAAGA
CAATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGGG
AGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCAGCC
GGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCC
TGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCTG
TGATATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGG
CCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCC
CCCAGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTT
CCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGC
AGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCAC
TACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCC
GGCAAG

SEQ ID NO: 116 LCDR1 RASQSISSYLN
(Combinada)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Combinada)

SEQ ID NO: 200 LCDR3 QQVWYAPVT
(Combinada)

SEQ ID NO: 116 LCDR1 RASQSISSYLN
(Kabat)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Kabat)

SEQ ID NO: 200 LCDR3 QQVWYAPVT

(Kabat)
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SEQ ID NO: 49 LCDR1 SQSISSY
(Chothia)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 201 LCDR3 VWYAPV
(Chothia)

SEQ ID NO: 52 LCDR1 QSISSY
(IMGT)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(IMGT)

SEQ ID NO: 200 LCDR3 QQVWYAPVT
(IMGT)

SEQ ID NO: 202 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL
NWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVWYAPVT
FGQGTKVEIK

SEQ ID NO: 203 ADN VL GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCAGCA
GCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GCAAGGCCCCTAAACTGCTGATCTATGCCGC
CAGCTCTCTGCAGTCTGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAAGTTTG
GTACGCCCCTGTGACCTTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 204 Cadena DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYL

Ligera NWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVWYAPVT
FGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHOQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 205 ADN Cadena | GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC

Ligera CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC

ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCAGCA
GCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCG
GCAAGGCCCCTAAACTGCTGATCTATGCCGC
CAGCTCTCTGCAGTCTGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAAGTTTG
GTACGCCCCTGTGACCTTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCGC
TCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGAC
GAGCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGTG
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGG
AGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACG
CCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCG
TCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCT
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ACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCA
AGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACG

CCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCA
GCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCG
AGTGC

Y010900 E152C_S375C

SEQ ID NO: 206 HCDR1 GFTFSNAWMS
(Combinada)

SEQ ID NO: 207 HCDR2 RIKSKTDAGTTDYAAPVKG
(Combinada)

SEQ ID NO: 208 HCDR3 TIYPSAPSSSLDY
(Combinada)

SEQ ID NO: 209 HCDR1 NAWMS
(Kabat)

SEQ ID NO: 207 I(-ngR? RIKSKTDAGTTDYAAPVKG
Kabat

SEQ ID NO: 208 HCDR3 TIYPSAPSSSLDY
(Kabat)

SEQ ID NO: 210 HCDR1 GFTFSNA
(Chothia)

SEQ ID NO: 211 HCDR2 KSKTDAGT
(Chothia)

SEQ ID NO: 208 HCDR3(Chot | TIYPSAPSSSLDY

hia)
SEQ ID NO: 212 HCDR1 GFTFSNAW
(IMGT)

SEQ ID NO: 213 HCDR2 IKSKTDAGTT
(IMGT)

SEQ ID NO: 214 HCDR3 ARTIYPSAPSSSLDY
(IMGT)

SEQ ID NO: 215 VH EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNA
WMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDAGTTDYA
APVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARTIYPSAPSSSLDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 216 ADN VH GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
TGCCTGGATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGAAAAGGCCTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCGATGCCGGCACCACCGA
TTATGCTGCCCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAACAAT
CTACCCCAGCGCTCCTAGCAGCAGCCTGGA
TTATTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACCGT
GTCATCT

SEQ ID NO: 217 Cadena EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNA

Pesada

WMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDAGTTDYA
APVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARTIYPSAPSSSLDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCP
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VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

SEQ ID NO: 218

ADN Cadena
Pesada

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
TGCCTGGATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGAAAAGGCCTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCGATGCCGGCACCACCGA
TTATGCTGCCCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAACAAT
CTACCCCAGCGCTCCTAGCAGCAGCCTGGA
TTATTGGGGCCAGGGCACACTGGTCACCGT
GTCATCTGCTAGCACCAAGGGCCCAAGTGTG
TTTCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGTCTACTT
CCGGCGGAACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGG
TGAAGGACTACTTCCCCTGTCCCGTGACAGT
GTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGG
CGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAG
CAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGT
GACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGAACCCA
GACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCCC
AGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAG
CCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGC
CCCCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTGGGA
GGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGC
CCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCC
CCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGT
CCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACT
GGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACG
CCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACA
ACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGA
CCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCA
AAGAATACAAGTGCAAAGTCTCCAACAAGGC
CCTGCCAGCCCCAATCGAAAAGACAATCAGC
AAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAG
GTGTACACCCTGCCCCCCAGCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTC
TGGTGAAGGGCTTCTACCCCTGTGATATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGA
GAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTG
GACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCA
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AGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGC
AGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGC
ACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAA
GTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 153 LCDR1 RASQGISNYLA
(Combinada)

SEQ ID NO: 154 LCDR2 AASTLQS
(Combinada)

SEQ ID NO: 219 LCDR3 QQLIFFPLT
(Combinada)

SEQ ID NO: 153 LCDR1 RASQGISNYLA
(Kabat)

SEQ ID NO: 154 LCDR2 AASTLQS
(Kabat)

SEQ ID NO: 219 LCDR3 QQLIFFPLT
(Kabat)

SEQ ID NO: 156 LCDR1 SQGISNY
(Chothia)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 220 LCDR3 LIFFPL
(Chothia)

SEQ ID NO: 158 LCDR1 QGISNY
(IMGT)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(IMGT)

SEQ ID NO: 219 LCDR3 QQLIFFPLT
(IMGT)

SEQ ID NO: 221 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYL
AWYQQKPGKVPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQQLIFFPLTFG
QGTKVEIK

SEQ ID NO: 222 ADN VL GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCATCAGC
AACTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCCG
GCAAGGTGCCCAAGCTGCTGATCTACGCTG
CCAGCACACTGCAGAGCGGAGTGCCTAGCA
GATTTTCTGGCAGCGGCTCCGGCACCGATTT
CACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAG
GACGTGGCCACCTACTATTGCCAGCAGCTGA
TCTTCTTCCCTCTGACCTTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 223 Cadena DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYL

Ligera AWYQQKPGKVPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQQLIFFPLTFG
QGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 224 ADN Cadena | GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC

Ligera CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
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ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCATCAGC
AACTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCCG
GCAAGGTGCCCAAGCTGCTGATCTACGCTG
CCAGCACACTGCAGAGCGGAGTGCCTAGCA
GATTTTCTGGCAGCGGCTCCGGCACCGATTT
CACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAG
GACGTGGCCACCTACTATTGCCAGCAGCTGA
TCTTCTTCCCTCTGACCTTTGGCCAGGGCAC
CAAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCGC
TCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGAC
GAGCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGTG
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGG
AGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACG
CCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCG
TCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCT
ACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCA
AGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACG
CCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCA
GCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCG
AGTGC

Y010903 E152C_S375C

SEQ ID NO: 206 HCDR1 GFTFSNAWMS
(Combinada)

SEQ ID NO: 207 HCDR2 RIKSKTDAGTTDYAAPVKG
(Combinada)

SEQ ID NO: 225 HCDR3 ASHRLHSLFDV
(Combinada)

SEQ ID NO: 209 HCDR1 NAWMS
(Kabat)

SEQ ID NO: 207 HCDR2 RIKSKTDAGTTDYAAPVKG
(Kabat)

SEQ ID NO: 225 HCDR3 ASHRLHSLFDV
(Kabat)

SEQ ID NO: 210 HCDR1 GFTFSNA
(Chothia)

SEQ ID NO: 211 HCDR2 KSKTDAGT
(Chothia)

SEQ ID NO: 225 HCDR3(Chot | ASHRLHSLFDV

hia)
SEQ ID NO: 212 HCDR1 GFTFSNAW
(IMGT)

SEQ ID NO: 213 HCDR2 IKSKTDAGTT
(IMGT)

SEQ ID NO: 226 HCDR3 ARASHRLHSLFDV
(IMGT)

SEQ ID NO: 227 VH EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNA
WMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDAGTTDYA
APVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARASHRLHSLFDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 228 ADN VH GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA

CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
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TGCCTGGATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGAAAAGGCCTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCGATGCCGGCACCACCGA
TTATGCTGCCCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGAGCCTC
TCACAGACTGCACAGCCTGTTTGACGTGTGG
GGCCAGGGAACACTGGTCACCGTTAGTTCT

SEQ ID NO: 229

Cadena
Pesada

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNA
WMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDAGTTDYA
APVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARASHRLHSLFDVWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

SEQ ID NO: 230

ADN Cadena
Pesada

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
TGCCTGGATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGAAAAGGCCTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCGATGCCGGCACCACCGA
TTATGCTGCCCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGAGCCTC
TCACAGACTGCACAGCCTGTTTGACGTGTGG
GGCCAGGGAACACTGGTCACCGTTAGTTCTG
CTAGCACCAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCT
GGCCCCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGG
AACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGGTGAAGGA
CTACTTCCCCTGTCCCGTGACAGTGTCCTGG
AACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCACA
CCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCC
TGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGC
CCTCCAGCTCTCTGGGAACCCAGACCTATAT
CTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGC
TGCGACAAGACCCACACCTGCCCcCCCCTGC
CCAGCTCCAGAACTGCTGGGAGGGCCTTCC
GTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACA
CCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTGA
CCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGG
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ACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAA
GCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTA
CAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCA
CCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAA
GTGCAAAGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGC
CCCAATCGAAAAGACAATCAGCAAGGCCAAG
GGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACC
CTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAG
AACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGG
GCTTCTACCCCTGTGATATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTA
CAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGA
CGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACC
GTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAAC
GTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCC
CTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGA
GCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 136 LCDR1 RASQSISSWLA
(Combinada)

SEQ ID NO: 137 LCDR2 DASSLES
(Combinada)

SEQ ID NO: 231 LCDR3 QQGLFYPHT
(Combinada)

SEQ ID NO: 136 LCDR1 RASQSISSWLA
(Kabat)

SEQ ID NO: 137 LCDR2 DASSLES
(Kabat)

SEQ ID NO: 231 LCDR3 QQGLFYPHT
(Kabat)

SEQ ID NO: 139 LCDR1 SQSISSW
(Chothia)

SEQ ID NO: 140 LCDR2 DAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 232 LCDR3 GLFYPH
(Chothia)

SEQ ID NO: 142 LCDR1 QSISSW
(IMGT)

SEQ ID NO: 140 LCDR2 DAS
(IMGT)

SEQ ID NO: 231 LCDR3 QQGLFYPHT
(IMGT)

SEQ ID NO: 233 VL DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWL
AWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGS
GSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQGLFYPHTF
GQGTKVEIK

SEQ ID NO: 234 ADN VL GACATCCAGATGACACAGAGCCCCAGCACA

CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCTCCT
CTTGGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCTG
GCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGATGC
CAGCAGCCTGGAAAGCGGCGTGCCAAGCAG
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ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGAGTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTATTGTCAGCAGGGCCT
GTTCTACCCTCACACCTTTGGCCAGGGCACC
AAGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO:

235

Cadena
Ligera

DIOMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWL
AWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGS
GSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQGLFYPHTF
GQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHOQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:

236

ADN Cadena
Ligera

GACATCCAGATGACACAGAGCCCCAGCACA
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGAGCATCTCCT
CTTGGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCTG
GCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGATGC
CAGCAGCCTGGAAAGCGGCGTGCCAAGCAG
ATTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGAGTTC
ACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGG
ACTTCGCCACCTACTATTGTCAGCAGGGCCT
GTTCTACCCTCACACCTTTGGCCAGGGCACC
AAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCGCT
CCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACG
AGCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGTGG
TGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGA
GGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGC
CCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGT
CACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTA
CAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAA
GGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGC
CTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAG
CCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGA
GTGC

Y010906 E152C_S375C

SEQ ID NO:

206

HCDR1
(Combinada)

GFTFSNAWMS

SEQ ID NO:

207

HCDR2
(Combinada)

RIKSKTDAGTTDYAAPVKG

SEQ ID NO:

237

HCDRS3
(Combinada)

DEYPWGWFDV

SEQ ID NO:

209

HCDR1
(Kabat)

NAWMS

SEQ ID NO:

207

HCDR2
(Kabat)

RIKSKTDAGTTDYAAPVKG

SEQ ID NO:

237

HCDR3
(Kabat)

DEYPWGWFDV

SEQ ID NO:

210

HCDR1
(Chothia)

GFTFSNA

SEQ ID NO:

211

HCDR2
(Chothia)

KSKTDAGT
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SEQ ID NO:

237

HCDR3(Chot
hia)

DEYPWGWFDV

SEQ ID NO:

212

HCDR1
(IMGT)

GFTFSNAW

SEQ ID NO:

213

HCDR2
(IMGT)

IKSKTDAGTT

SEQ ID NO:

238

HCDR3
(IMGT)

ARDEYPWGWFDV

SEQ ID NO:

239

VH

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNA
WMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDAGTTDYA
APVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARDEYPWGWFDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:

240

ADN VH

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
TGCCTGGATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGAAAAGGCCTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCGATGCCGGCACCACCGA
TTATGCTGCCCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGATGA
GTACCCCTGGGGATGGTTCGATGTGTGGGG
ACAGGGAACCCTGGTCACCGTTAGTTCT

SEQ ID NO:

241

Cadena
Pesada

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNA
WMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDAGTTDYA
APVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARDEYPWGWFDVWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK

SEQ ID NO:

242

ADN Cadena
Pesada

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
TGCCTGGATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGAAAAGGCCTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCGATGCCGGCACCACCGA
TTATGCTGCCCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGATGA
GTACCCCTGGGGATGGTTCGATGTGTGGGG
ACAGGGAACCCTGGTCACCGTTAGTTCTGCT
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AGCACCAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCTG
GCCCCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGGA
ACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGGTGAAGGAC
TACTTCCCCTGTCCCGTGACAGTGTCCTGGA
ACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCACA
CCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCC
TGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGC
CCTCCAGCTCTCTGGGAACCCAGACCTATAT
CTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGC
TGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGC
CCAGCTCCAGAACTGCTGGGAGGGCCTTCC
GTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACA
CCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTGA
CCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGG
ACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGA
CGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAA
GCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTA
CAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCA
CCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAA
GTGCAAAGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGC
CCCAATCGAAAAGACAATCAGCAAGGCCAAG
GGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACC
CTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAG
AACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGG
GCTTCTACCCCTGTGATATCGCCGTGGAGTG
GGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTA
CAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGA
CGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACC
GTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAAC
GTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCC
CTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGA
GCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 243 LCDR1 RASQGISSWLA
(Combinada)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Combinada)

SEQ ID NO: 244 LCDR3 QQYIFYPLT
(Combinada)

SEQ ID NO: 243 LCDR1 RASQGISSWLA
(Kabat)

SEQ ID NO: 47 LCDR2 AASSLQS
(Kabat)

SEQ ID NO: 244 LCDR3 QQYIFYPLT
(Kabat)

SEQ ID NO: 245 LCDR1 SQGISSW
(Chothia)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 246 LCDR3 YIFYPL
(Chothia)
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SEQ ID NO:

247

LCDR1
(IMGT)

QGISSW

SEQ ID NO:

50

LCDR2
(IMGT)

AAS

SEQ ID NO:

244

LCDR3
(IMGT)

QQYIFYPLT

SEQ ID NO:

248

VL

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWL
AWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYIFYPLTF
GQGTKVEIK

SEQ ID NO:

249

ADN VL

GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCTCCG
TGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACCA
TCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCATCTCTTC
TTGGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCTGG
CAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTATGCCGCT
TCCAGTCTGCAGAGCGGCGTGCCAAGCAGA
TTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTCA
CCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGGA
CTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGTACATC
TTCTACCCTCTGACCTTCGGCCAGGGCACCA
AGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO:

250

Cadena
Ligera

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWL
AWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYIFYPLTF
GQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHOQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:

251

ADN Cadena
Ligera

GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCTCCG
TGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACCA
TCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCATCTCTTC
TTGGCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCTGG
CAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTATGCCGCT
TCCAGTCTGCAGAGCGGCGTGCCAAGCAGA
TTTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGACTTCA
CCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAGGA
CTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGTACATC
TTCTACCCTCTGACCTTCGGCCAGGGCACCA
AGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCGCTC
CCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGA
GCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGTGGT
GTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAG
GCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCC
CTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTC
ACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTAC
AGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAG
GCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCT
GCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCC
CCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGT
GC

Y010910 E152C_S375C

167




SEQ ID NO: 206 HCDR1 GFTFSNAWMS
(Combinada)

SEQ ID NO: 207 HCDR2 RIKSKTDAGTTDYAAPVKG
(Combinada)

SEQ ID NO: 252 HCDR3 VASPSAPGGFDY
(Combinada)

SEQ ID NO: 209 HCDR1 NAWMS
(Kabat)

SEQ ID NO: 207 HCDR2 RIKSKTDAGTTDYAAPVKG
(Kabat)

SEQ ID NO: 252 HCDR3 VASPSAPGGFDY
(Kabat)

SEQ ID NO: 210 HCDR1 GFTFSNA
(Chothia)

SEQ ID NO: 211 HCDR2 KSKTDAGT
(Chothia)

SEQ ID NO: 252 rI-]|'C)DR3(Chot VASPSAPGGFDY

ia

SEQ ID NO: 212 HCDR1 GFTFSNAW
(IMGT)

SEQ ID NO: 213 HCDR2 IKSKTDAGTT
(IMGT)

SEQ ID NO: 253 HCDR3 ARVASPSAPGGFDY
(IMGT)

SEQ ID NO: 254 VH EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNA
WMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDAGTTDYA
APVKGRFTISRDDSKNTLYLOQMNSLKTEDTAVY
YCARVASPSAPGGFDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 255 ADN VH GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
TGCCTGGATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGAAAAGGCCTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCGATGCCGGCACCACCGA
TTATGCTGCCCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGTGG
CTTCTCCTTCTGCTCCCGGCGGATTCGATTA
TTGGGGCCAGGGAACACTGGTCACCGTGTC
TAGT

SEQ ID NO: 256 Cadena EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNA

Pesada

WMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDAGTTDYA
APVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVY
YCARVASPSAPGGFDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
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QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPCDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

SEQ ID NO: 257

ADN Cadena
Pesada

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGA
CTTGTGAAACCTGGCGGCTCTCTGAGACTGA
GCTGTGCCGCTTCCGGCTTCACCTTCAGCAA
TGCCTGGATGAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
TGGAAAAGGCCTTGAGTGGGTCGGACGGAT
CAAGAGCAAGACCGATGCCGGCACCACCGA
TTATGCTGCCCCTGTGAAGGGCAGATTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGG
ACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGTGG
CTTCTCCTTCTGCTCCCGGCGGATTCGATTA
TTGGGGCCAGGGAACACTGGTCACCGTGTC
TAGTGCTAGCACCAAGGGCCCAAGTGTGTTT
CCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGTCTACTTCC
GGCGGAACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGGTG
AAGGACTACTTCCCCTGTCCCGTGACAGTGT
CCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCG
TGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCA
GCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGA
CAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGAACCCAGA
CCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCC
CAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCC
CCCCTGCCCAGCTCCAGAACTGCTGGGAGG
GCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCC
AAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCC
GAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCC
CACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGG
TACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCC
AAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAAC
AGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACC
GTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAA
GAATACAAGTGCAAAGTCTCCAACAAGGCCC
TGCCAGCCCCAATCGAAAAGACAATCAGCAA
GGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGG
TGTACACCCTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGA
TGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCT
GGTGAAGGGCTTCTACCCCTGTGATATCGCC
GTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAG
AACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGG
ACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAA
GCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCA
GGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCA
CGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAA
GTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

SEQ ID NO: 153

LCDR1
(Combinada)

RASQGISNYLA
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SEQ ID NO: 154 LCDR2 AASTLQS
(Combinada)

SEQ ID NO: 258 LCDR3 QQSLFAPFT
(Combinada)

SEQ ID NO: 153 LCDR1 RASQGISNYLA
(Kabat)

SEQ ID NO: 154 LCDR2 AASTLQS
(Kabat)

SEQ ID NO: 258 LCDR3 QQSLFAPFT
(Kabat)

SEQ ID NO: 156 LCDR1 SQGISNY
(Chothia)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(Chothia)

SEQ ID NO: 259 LCDR3 SLFAPF
(Chothia)

SEQ ID NO: 158 LCDR1 QGISNY
(IMGT)

SEQ ID NO: 50 LCDR2 AAS
(IMGT)

SEQ ID NO: 258 LCDR3 QQSLFAPFT
(IMGT)

SEQ ID NO: 260 VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYL
AWYQQKPGKVPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQQSLFAPFTF
GQGTKVEIK

SEQ ID NO: 261 ADN VL GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC
CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC
ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCATCAGC
AACTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCCG
GCAAGGTGCCCAAGCTGCTGATCTACGCTG
CCAGCACACTGCAGAGCGGAGTGCCTAGCA
GATTTTCTGGCAGCGGCTCCGGCACCGATTT
CACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAG
GACGTGGCCACCTACTACTGTCAGCAGAGC
CTGTTCGCCCCTTTCACCTTTGGCCAGGGCA
CCAAGGTGGAAATCAAG

SEQ ID NO: 262 Cadena DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYL

Ligera AWYQQKPGKVPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQQSLFAPFTF
GQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 263 ADN Cadena | GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCAGC

Ligera CTGTCTGCCAGCGTGGGAGACAGAGTGACC

ATCACCTGTAGAGCCAGCCAGGGCATCAGC
AACTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCCG
GCAAGGTGCCCAAGCTGCTGATCTACGCTG
CCAGCACACTGCAGAGCGGAGTGCCTAGCA
GATTTTCTGGCAGCGGCTCCGGCACCGATTT
CACCCTGACCATATCTAGCCTGCAGCCAGAG
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GACGTGGCCACCTACTACTGTCAGCAGAGC
CTGTTCGCCCCTTTCACCTTTGGCCAGGGCA
CCAAGGTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCCG
CTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGA
CGAGCAGCTGAAGAGTGGCACCGCCAGCGT
GGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGG
GAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAAC
GCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGC
GTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACC
TACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGC
AAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTAC
GCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCC
AGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGC
GAGTGC

[00278] Otros anticuerpos de la invencion incluyen aquellos donde los aminoacidos o

acidos nucleicos que codifican los aminoacidos han sido mutados, pero tienen al menos 60, 70,

80, 90 0 95 por ciento de identidad con las secuencias descriptas en la Tabla 2. En algunas

formas de realizacion, 1, 2, 3, 4 o 5 los amino&cidos han sido mutados en las regiones

variables en comparacion con las regiones variables representadas en la secuencia descripta

en la Tabla 2, mientras que conservan sustancialmente la misma actividad terapéutica que los

anticuerpos enumerados en la Tabla 2.

[00279] Dado que cada uno de estos anticuerpos puede unirse a PMEL17, las VL, VH,

secuencias de cadena ligera de longitud completa y de cadena pesada de longitud completa

(secuencias de aminoécidos y las secuencias de nucledétidos que codifican las secuencias de

aminodcidos) se pueden "mezclar y combinar" para crear otros anticuerpos de unién a PMEL17

de la invencién. Tales anticuerpos de unién a PMEL17 "mezclados y combinados" se pueden

testear utilizando los ensayos de unién conocidos en la técnica (por ejemplo, ELISA y otros

ensayos descriptos en la seccién Ejemplos). Cuando estas cadenas se mezclan y combinan,

una secuencia VH de un emparejamiento VH/VL particular debe reemplazarse por una

secuencia VH estructuralmente similar. Del mismo modo, una secuencia de cadena pesada de

longitud completa de un emparejamiento particular de cadena pesada/cadena ligera de longitud

completa debe reemplazarse por una secuencia de cadena pesada de longitud completa

estructuralmente similar. Del mismo modo, una secuencia VL de un emparejamiento VH/VL

particular debe reemplazarse por una secuencia VL estructuralmente similar. Del mismo modo,

una secuencia de cadena ligera de longitud completa de un emparejamiento particular de

cadena pesada/cadena ligera de longitud completa debe reemplazarse por una secuencia de

cadena ligera de longitud completa estructuralmente similar. Por consiguiente, en un aspecto,
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la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o una region de unién a antigeno
del mismo que tiene: una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 10, 42, 64, 88, 112, 132,
149, 165, 184, 196, 215, 227, 239 0 254; y una region variable de cadena ligera que comprende
una secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 21,
25, 29, 53, 75, 99, 119, 143, 159, 171, 190, 202, 221, 233, 248 0 260; en donde el anticuerpo
se une especificamente a PMEL17.

[00280] En otro aspecto, la invencidn provee (i) un anticuerpo monoclonal aislado que
tiene: una cadena pesada de longitud completa que comprende una secuencia de aminoacidos
gue ha sido optimizada para expresarse en la célula de un sistema de expresion de mamifero
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 12, 44, 66, 90, 114, 134, 151, 167,
186, 198, 217, 229, 241 o0 256; y una cadena ligera de longitud completa que comprende una
secuencia de aminoacidos que ha sido optimizada para expresarse en la célula de un mamifero
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 23, 27, 31, 55, 77, 101, 121, 145,
161, 173, 192, 204, 223, 235, 250 0 262; o (ii) una proteina funcional que comprende una
porcién de union a antigeno del mismo.

[00281] En otro aspecto, la presente invencion provee anticuerpos de union a PMEL-17
gue comprenden las CDR1s, CDR2s y CDR3s de cadena pesada y cadena ligera segun lo
descripto en la Tabla 2, o combinaciones de las mismas. Las secuencias de aminoacidos de
las CDR1s de VH de los anticuerpos se ilustran, por ejemplo, en las SEQ ID NOs: 1, 4, 5, 7, 33,
36, 37, 39, 57, 60, 79, 82, 83, 85, 103, 106, 107, 109, 123, 126, 127, 129, 175, 178, 179, 181,
206, 209, 210,y 212. Las secuencias de aminoacidos de las CDR2s de VH de los anticuerpos
se ilustran, por ejemplo, en las SEQ ID NOs: 2, 6, 8, 34, 38, 40, 58, 61, 62, 80, 84, 86, 104,
108, 110, 124, 128, 130, 176, 180, 182, 207, 211,y 213. Las secuencias de aminoacidos de
las CDR3s de VH de los anticuerpos se ilustran, por ejemplo, en las SEQ ID NOs: 3, 9, 35, 41,
59, 63, 81, 87, 105, 111, 125, 131, 147, 148, 163, 164, 177, 183, 194, 195, 208, 214, 225, 226,
237, 238, 252, y 253. Las secuencias de aminoacidos de las CDR1s de VL de los anticuerpos
se ilustran, por ejemplo, en las SEQ ID NOs: 14, 17, 20, 46, 49, 52, 68, 71, 74, 92, 95, 98, 116,
136, 139, 142, 153, 156, 158, 243, 245, y 247. Las secuencias de amino4cidos de las CDR2s
de VL de los anticuerpos se ilustran, por ejemplo, en la SEQ ID Nos: 15, 18, 47, 50, 69, 72, 93,
96, 137, 140, y 154. Las secuencias de amino&cidos de las CDR3s de VL de los anticuerpos
se ilustran, por ejemplo, en las SEQ ID NOs: 16, 19, 48, 51, 70, 73, 94, 97, 117, 118, 138, 141,
155, 157, 169, 170188, 189, 200, 201, 219, 220, 231, 232, 244, 246, 258, y 259.
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[00282] Dado que cada uno de estos anticuerpos puede unirse a PMEL17 y que la
especificidad de union al antigeno es proporcionada principalmente por las regiones CDR1, 2y
3, las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de VH y las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3
de VL pueden “mezclarse y combinarse” (es decir, las CDRs de diferentes anticuerpos se
pueden mezclar y combinar. Tales anticuerpos de union a PMEL-17 “mezclados y
combinados” puede probarse usando los ensayos de uniéon conocidos en la técnica y los
descriptos en los Ejemplos (por ejemplo, ELISAs). Cuando las secuencias de CDR de VH se
mezclan y combinan, la secuencia de la CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia VH
particular debe reemplazarse con una secuencia 0 secuencias CDR estructuralmente similares.
Del mismo modo, cuando las secuencias CDR de VL se mezclan y combinan, la secuencia de
la CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia VL en particular debe reemplazarse con una
secuencia o secuencias de CDR estructuralmente similares. Sera evidente para el experto en la
técnica que se pueden crear nuevas secuencias VH y VL sustituyendo una 0 mas secuencias
de la regién CDR de VH y/o VL con secuencias estructuralmente similares de las secuencias
de CDR indicadas en la presente para los anticuerpos monoclonales de la presente invencion.
[00283] En consecuencia, en algunas formas de realizacion, la presente invencién
provee un anticuerpo monoclonal aislado o regién de unién a antigeno del mismo que
comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 1, 4, 5, 7, 33, 36, 37, 39, 57, 60, 79,
82, 83, 85, 103, 106, 107, 109, 123, 126, 127, 129, 175, 178, 179, 181, 206, 209, 210, y 212;
una CDR2 de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 2, 6, 8, 34, 38, 40, 58, 61, 62, 80, 84, 86, 104, 108,
110, 124, 128, 130, 176, 180, 182, 207, 211, y 213; una CDR3 de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo gue consiste en las SEQ ID
NOs: 3, 9, 35, 41, 59, 63, 81, 87, 105, 111, 125, 131, 147, 148, 163, 164, 177, 183, 194, 195,
208, 214, 225, 226, 237, 238, 252, y 253; una CDR1 de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 14, 17, 20,
46, 49, 52, 68, 71, 74, 92, 95, 98, 116, 136, 139, 142, 153, 156, 158, 243, 245, y 247; una
CDR2 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
gue consiste en las SEQ ID NOs: 15, 18, 47, 50, 69, 72, 93, 96, 137, 140, y 154; y una CDR3
de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOs: 16, 19, 48, 51, 70, 73, 94, 97, 117, 118, 138, 141, 155, 157, 169,
170, 188, 189, 200, 201, 219, 220, 231, 232, 244, 246, 258, y 259; en donde el anticuerpo se

une especificamente a PMEL17.
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[00284] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 1, 4, 5 0 7, una CDR2 de cadena
pesada de la SEQ ID NO: 2, 6 u 8; una CDRS3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 3 0 9; una
CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 14, 17 o 20; una CDR2 de cadena ligera de la SEQ
ID NO: 15 0 18; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 16 o 19.

[00285] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 33, 36, 37 0 39, una CDR2 de
cadena pesada de la SEQ ID NO: 34, 38 0 40; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO:
35 0 41; una CDRL1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 46, 49 0 52; una CDR2 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 47 0 50; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 48 o0 51.
[00286] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 5, 7, 57 0 60, una CDR2 de
cadena pesada de la SEQ ID NO: 58, 61 0 62; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO:
59 0 63; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 68, 71 0 74; una CDR2 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 69 0 72; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 70 o 73.
[00287] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 79, 82, 83 u 85, una CDR2 de
cadena pesada de la SEQ ID NO: 80, 84 u 86; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO:
81 u 87; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 92, 95 0 98; una CDR2 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 93 0 96; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 94 0 97.
[00288] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 103, 106, 107 0 109, una CDR2 de
cadena pesada de la SEQ ID NO: 104, 108 o 110; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID
NO: 105 0 111; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, 52 0 116; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 47 0 50; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 117 o
118.

[00289] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 123, 126, 127 0 129, una CDR2 de
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cadena pesada de la SEQ ID NO: 124, 128 o0 130; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID
NO: 125 0 131; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 136, 139 o0 142; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 137 o 140; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO:
138 0 141.

[00290] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 123, 126, 127 0 129, una CDR2 de
cadena pesada de la SEQ ID NO: 124, 128 o0 130; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID
NO: 147 o 148; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 153, 156 o0 158; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 50 o0 154; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 155
0 157.

[00291] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 103, 106, 107 0 109, una CDR2 de
cadena pesada de la SEQ ID NO: 104, 108 o0 110; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID
NO: 163 0 164; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, 52 0 116; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 47 o0 50; y una CDRS3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 169 o
170.

[00292] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 175, 178, 179 o0 181, una CDR2 de
cadena pesada de la SEQ ID NO: 176, 180 o0 182; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID
NO: 177 o0 183; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, 52 0 116; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 47 o0 50; y una CDRS3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 188 o
189.

[00293] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 103, 106, 107 o 109, una CDR2
de cadena pesada de la SEQ ID NO: 104, 108 o 110; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 194 o0 195; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 49, 52 o0 116; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 47 o 50; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 200
0 201.

[00294] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo

(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
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comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 206, 209, 210 o0 212, una CDR2 de
cadena pesada de la SEQ ID NO: 207, 211 o 213; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID
NO: 208 0 214; una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 153, 156 o0 158; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 50 o0 154; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 219
0 220.

[00295] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 206, 209, 210 o0 212, una CDR2
de cadena pesada de la SEQ ID NO: 207, 211 o0 213; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 225 0 226; una CDRL1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 136, 139 0 142; una CDR2 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 137 o 140; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ ID NO:
231 0 232.

[00296] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID
NO: 206, 209, 210 o0 212, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, 211 0 213, y una HCDRS3 de la
SEQ ID NO: 237 0 238; y una region variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de
la SEQ ID NO: 243, 245 0 247, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 47 0 50, y una LCDR3 de la SEQ
ID NO: 244 o 246.

[00297] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID
NO: 206, 209, 210 o0 212, una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, 211 0 213, y una HCDR3 de la
SEQ ID NO: 252 0 253; y una regidn variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de
la SEQ ID NO: 153, 156 0 158, una LCDR2 de la SEQ ID NO: 50 0 154, y una LCDR3 de la
SEQ ID NO: 258 0 259.

[00298] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 1, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 2, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 3, una CDR1 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 14, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 15, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 16;
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b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 4, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 2, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 3, una CDR1 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 14, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 15, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 16;

¢) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 5, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 6, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 3, una CDR1 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 17, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 18, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 19; 0

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 7, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 8, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 9, una CDR1 de cadena ligera de la
SEQ ID NO: 20, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 18, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 16.

[00299] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 33, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 34, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 35, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 46, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 48;

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 36, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 34, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 35, una CDR1 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 46, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 48;

¢) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 37, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 38, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 35, una CDR1 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 51; 0

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 39, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 40, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 41, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 52, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 48.

[00300] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17

comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:
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a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 57, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 58, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 59, una CDR1 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 68, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 69, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 70;

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 60, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 58, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 59, una CDR1 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 68, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 69, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 70;

¢) una CDRL1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 5, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 61, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 59, una CDR1 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 71, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 72, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 73; 0

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 7, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 62, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 63, una CDR1 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 74, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 72, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 70.

[00301] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 79, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 80, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 81, una CDR1 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 92, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 93, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 94;

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 82, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 80, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 81, una CDR1 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 92, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 93, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 94;

c) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 83, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 84, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 81, una CDR1 de cadena ligera de
la SEQ ID NO: 95, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 96, y una CDR3 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 97; 0

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 85, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 86, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 87, una CDR1 de cadena
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ligera de la SEQ ID NO: 98, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 96, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 94.

[00302] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 103, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 105, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 116; una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47; y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 117,

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 106, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 105, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 117,

¢) una CDRL1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 107, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 108, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 105, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 118; o

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 109, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 110, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 111, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 52 una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 117.

[00303] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 123, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 124, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 125, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 136, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 137,y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 138;

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 126, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 124, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 125, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 136, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 137, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 138;

¢) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 127, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 128, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 125, una CDR1 de cadena
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ligera de la SEQ ID NO: 139, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 140, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 141; o

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 129, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 130, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 131, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 142, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 140, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 138.

[00304] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 123, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 124, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 147, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 153, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 154, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 155;

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 126, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 124, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 147, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 153, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 154, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 155;

¢) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 127, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 128, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 147, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 156, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 157; 0

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 129, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 130, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 148, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 158, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 155.

[00305] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 103, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 163, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 169;

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 106, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 163, una CDR1 de cadena
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ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 169;

¢) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 107, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 108, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 163, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 170; o

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 109, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 110, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 164, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 52, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 169.

[00306] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 175, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 176, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 177, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 188;

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 178, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 176, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 177, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 188;

¢) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 179, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 180, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 177, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 189; o

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 181, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 182; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 183, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 52, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 188.

[00307] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 103, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 194, una CDR1 de cadena
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ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47,y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 200;

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 106, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 104, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 194, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 116, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 47,y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 200;

¢) una CDRL1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 107, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 108, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 194, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 49, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 201; o

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 109, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 110, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 195, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 52, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 200.

[00308] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 206, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 207, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 208, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 153, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 154, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 219;

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 209, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 207, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 208, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 153, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 154, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 219;

¢) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 210, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 211, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 208, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 156, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 220; o

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 212, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 213, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 214, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 158, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 50, y una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 219.
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[00309] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 206, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 207, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 225, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 136, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 137,y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 231,

b) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 209, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 207, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 225, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 136, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 137, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 231,

¢) una CDRL1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 210, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 211, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 225, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 139, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 140, y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 232; 0

d) una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 212, una CDR2 de cadena pesada de la
SEQ ID NO: 213, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 226, una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 142; una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 140; y una CDR3
de cadena ligera de la SEQ ID NO: 231.

[00310] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID NO: 206,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 237, y una region variable
de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ ID NO: 243, una LCDR2 de la SEQ ID
NO: 47,y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 244;

b) una regién variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID NO: 209,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 237, y una region variable
de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ ID NO: 243, una LCDR2 de la SEQ ID
NO: 47,y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 244;

C) una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID NO: 210,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 211, y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 237, y una region variable
de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ ID NO: 245, una LCDR2 de la SEQ ID
NO: 50, y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 246; o
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d) una regioén variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID NO: 212,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 213,y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 238; y una region variable
de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ ID NO: 247, una LCDR2 de la SEQ ID
NO: 50, y una LCDRS3 de la SEQ ID NO: 244.

[00311] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende las secuencias de CDR seleccionadas entre:

a) una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID NO: 206,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 252, y una region variable
de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ ID NO: 153, una LCDR2 de la SEQ ID
NO: 154, y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 258;

b) una regién variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID NO: 209,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 207, y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 252, y una region variable
de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ ID NO: 153, una LCDR2 de la SEQ ID
NO: 154, y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 258;

C) una region variable de cadena pesada que comprende una HCDR1 de la SEQ ID NO: 210,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 211, y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 252, y una region variable
de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ ID NO: 156, una LCDR2 de la SEQ ID
NO: 50, y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 259; o

d) una regioén variable de cadena pesada que comprende una HCDRL1 de la SEQ ID NO: 212,
una HCDR2 de la SEQ ID NO: 213,y una HCDR3 de la SEQ ID NO: 253; y una regioén
variable de cadena ligera que comprende una LCDR1 de la SEQ ID NO: 158, una LCDR2 de la
SEQ ID NO: 50, y una LCDR3 de la SEQ ID NO: 258.

[00312] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de unidén a antigeno) que se une especificamente a
PMEL17 comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 10, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21.

[00313] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminocidos de la SEQ ID NO: 10, y una region variable de cadena ligera (VL) que comprende

la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25.

184



[00314] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 10, y una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 29.

[00315] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 42, y una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 53.

[00316] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 64, y una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 75.

[00317] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 88, y una region variable de cadena ligera (VL) que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 99.

[00318] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 112, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 119.

[00319] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 132, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 143.

[00320] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17

comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
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aminodacidos de la SEQ ID NO: 149, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 159.

[00321] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 165, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 171.

[00322] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 184, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 190.

[00323] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 196, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 202.

[00324] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 215, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 221.

[00325] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 227, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 233.

[00326] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 239, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 248.

[00327] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo

(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
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comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de
aminodacidos de la SEQ ID NO: 254, y una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 260.

[00328] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 12, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
23.

[00329] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 12, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
27.

[00330] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 12, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
31.

[00331] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 44, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
55.

[00332] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 66, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
77.

[00333] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO: 90, y una cadena ligera que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO:
101.
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[00334] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO: 114, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
121.

[00335] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 134, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
145.

[00336] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 151, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
161.

[00337] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 167, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
173.

[00338] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 186, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
192.

[00339] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID
NO: 198, y una cadena ligera que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ ID NO:
204.

[00340] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17

comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
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NO: 217, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
223.

[00341] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO: 229, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
235.

[00342] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 241, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
250.

[00343] En una forma de realizacion especifica, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se une especificamente a PMEL17
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 256, y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
262.

[00344] En ciertas formas de realizacién, un anticuerpo que se une especificamente a
PMEL17 es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmento de unién a
antigeno) descripto en la Tabla 2.

1. Identificacién de epitopos y anticuerpos que se unen al mismo epitopo

[00345] La presente invencién ademas provee anticuerpos y fragmentos de anticuerpos
(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) que se unen especificamente al mismo epitopo
gue los anticuerpos anti-PMEL17 descriptos en la Tabla 2, o que compiten en forma cruzada

con los anticuerpos descriptos en la Tabla 2. Otros anticuerpos y fragmentos de anticuerpos

(por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) por lo tanto, pueden identificarse en funcion de
su capacidad de competencia cruzada (por ejemplo, para inhibir competitivamente la unién de,
de manera estadisticamente significativa) con otros anticuerpos de la invencién en ensayos de
unién a PMEL17, por ejemplo, a través de BIACORE o ensayos conocidos por los expertos en
la técnica para medir la unién. La capacidad de un anticuerpo de prueba para inhibir la unién

de los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno)

de la presente invencion a una PMEL17 (por ejemplo, PMEL17 humana) demuestra que el

189



anticuerpo de prueba puede competir con ese anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por
ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) en la unién a PMEL17; dicho anticuerpo puede, de
acuerdo con una teoria no limitativa, unirse al mismo o un epitopo relacionado (por ejemplo,
estructuralmente similar o espacialmente proximo o superpuesto) en la proteina PMEL17 como
el anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos de union a antigeno) con el
cual compite. En ciertas formas de realizacion, los anticuerpos que se unen al mismo epitopo
en PMEL17 que los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de
unién a antigeno) descriptos en la Tabla 2 son anticuerpos monoclonales humanos o
humanizados. Tales anticuerpos monoclonales humanos o humanizados pueden prepararse y

aislarse de acuerdo con la presente.

2. Alteracion adicional del marco de la regién Fc

[00346] Los inmunoconjugados de la invencion pueden comprender anticuerpos
modificados o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que comprenden ademas
modificaciones a los residuos marco dentro de la VH y/o VL, por ejemplo para mejorar las
propiedades del anticuerpo. En algunas formas de realizacién, las modificaciones en el marco
se realizan para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo, un enfoque es
“"retro mutar" uno o mas residuos marco a la secuencia de linea germinal correspondiente. Mas
especificamente, un anticuerpo que ha sufrido una mutacién somatica puede contener residuos
marco que difieren de la secuencia de la linea germinal de la que deriva el anticuerpo. Dichos
residuos pueden identificarse comparando las secuencias marco del anticuerpo con las
secuencias de la linea germinal de las cuales se deriva el anticuerpo. Para devolver las
secuencias de la region marco a su configuracién de la linea germinal, las mutaciones
somaticas se pueden "retro mutar" a la secuencia de la linea germinal mediante, por ejemplo,
mutagénesis dirigida al sitio. Dichos anticuerpos "retro mutados” también quedan contemplados
por la invencién.

[00347] Otro tipo de modificacién del marco implica la mutacién de uno o mas residuos
dentro de la regién marco, o incluso dentro de una o mas regiones CDR, para eliminar los
epitopos de células T para reducir asi la potencial inmunogenicidad del anticuerpo. Este
enfoque también se conoce como "desinmunizacion" y esta descripto con mas detalle en la
Publicacion de Patente Estadounidense Nro. 20030153043 de Carr et al.

[00348] Ademas o como alternativa a las modificaciones realizadas dentro del marco o
las regiones CDR, los anticuerpos de la invencién pueden disefiarse para incluir modificaciones

dentro de la regién Fc, tipicamente para alterar una o mas propiedades funcionales del
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anticuerpo, como la vida media en suero, la fijacién del complemento, la union al receptor Fc
y/o la citotoxicidad celular dependiente de antigeno (ADCC). Ademas, un anticuerpo de la
invencion puede modificarse quimicamente (por ejemplo, uno 0 mas restos quimicos pueden
unirse al anticuerpo) o modificarse para alterar su glucosilacion, nuevamente para alterar una o
mas propiedades funcionales del anticuerpo. Cada una de estas formas de realizacion sera
descripta con mas detalle a continuacion.

[00349] En una forma de realizacion, la regién bisagra de CH1 se modifica de manera tal
gue el nimero de residuos de cisteina en la regidn bisagra se altere, por ejemplo, aumente o
disminuya. Este enfoque esta descripto con mayor detalle en la Patente Estadounidense
Numero 5,677,425 de Bodmer et al. El nUmero de residuos de cisteina en la regién bisagra de
CHL1 se altera para, por ejemplo, facilitar el ensamblaje de las cadenas ligeras y pesadas o para
aumentar o disminuir la estabilidad del anticuerpo.

[00350] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo
divulgado en la presente incluye residuos de aminoacidos modificados u obtenidos por
ingenieria, por ejemplo, uno o més residuos de cisteina, como sitios para la conjugacién con un
resto de farmaco (Junutula JR, et al., Nat Biotechnol 2008, 26:925-932). En una forma de
realizacion, la invencién provee un anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado que
comprende una sustitucién de uno o mas aminoacidos con cisteina en las posiciones
descriptas en la presente. Los sitios para la sustitucion de cisteina estan en las regiones
constantes del anticuerpo o fragmento de anticuerpo y, por lo tanto, son aplicables a una
variedad de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, y los sitios se seleccionan para
proporcionar conjugados estables y homogéneos. Un anticuerpo o fragmento modificado puede
tener una, dos o mas sustituciones de cisteina, y estas sustituciones pueden usarse en
combinacién con otros métodos de modificacién y conjugacion de acuerdo con la presente. Los
métodos para insertar cisteina en ubicaciones especificas de un anticuerpo son conocidos en la
técnica, véase, por ejemplo, Lyons et al., (1990) Protein Eng., 3:703-708, WO 2011/005481,
W02014/124316, WO 2015/138615. En ciertas formas de realizacién, un anticuerpo
modificado comprende una sustitucion de uno o0 mas aminoacidos con cisteina en su region
constante seleccionada entre las posiciones 117, 119, 121, 124, 139, 152, 153, 155, 157, 164,
169, 171, 174, 189, 191, 195, 197, 205, 207, 246, 258, 269, 274, 286, 288, 290, 292, 293, 320,
322, 326, 333, 334, 335, 337, 344, 355, 360, 375, 382, 390, 392, 398, 400 y 422 de una cadena
pesada del anticuerpo, y en donde las posiciones estdn numeradas de acuerdo con el sistema
UE. En algunas formas de realizacion un anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado

comprende una sustitucién de uno o0 mas aminoacidos con cisteina en su region constante
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seleccionada entre las posiciones 107, 108, 109, 114, 129, 142, 143, 145, 152, 154, 156, 159,
161, 165, 168, 169, 170, 182, 183, 197, 199, y 203 de una cadena ligera del anticuerpo o
fragmento de anticuerpo, en donde las posiciones estdn numeradas de acuerdo con el sistema
de la UE, y en donde la cadena ligera es una cadena ligera kappa humana. En ciertas formas
de realizacién un anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado del mismo comprende una
combinacién de sustitucién de dos o mas aminoacidos con cisteina en sus regiones constantes
en donde las combinaciones comprenden sustituciones en las posiciones 375 de una cadena
pesada de anticuerpo, la posicién 152 de una cadena pesada de anticuerpo, la posicién 360 de
una cadena pesada de anticuerpo, o la posicion 107 de una cadena ligera de anticuerpo y en
donde las posiciones estan numeradas de acuerdo con el sistema de la UE. En ciertas formas
de realizacién un anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado del mismo comprende una
sustitucidon de un aminod&cido con cisteina en sus regiones constantes en donde la sustitucién
estd en la posicién 375 de una cadena pesada de anticuerpo, la posicién 152 de una cadena
pesada de anticuerpo, la posicién 360 de una cadena pesada de anticuerpo, la posicién 107 de
una cadena ligera de anticuerpo, la posicion 165 de una cadena ligera de anticuerpo o la
posicion 159 de una cadena ligera de anticuerpo y en donde las posiciones estdn numeradas
de acuerdo con el sistema de la UE, y en donde la cadena ligera es una cadena kappa. En
ciertas formas de realizacion un anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado del mismo
comprende una combinacion de sustitucion de dos aminoacidos con cisteina en sus regiones
constantes en donde las combinaciones comprenden sustituciones en las posiciones 375 de
una cadena pesada de anticuerpo y la posicion 152 de una cadena pesada de anticuerpo, en
donde las posiciones estan numeradas de acuerdo con el sistema de la UE. En ciertas formas
de realizacién un anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado del mismo comprende una
sustitucién de un aminodacido con cisteina en la posicion 360 de una cadena pesada de
anticuerpo, en donde las posiciones estdn numeradas de acuerdo con el sistema de la UE. En
otras formas de realizacién especificas un anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado del
mismo comprende una sustitucién de un aminoacido con cisteina en la posiciéon 107 de una
cadena ligera de anticuerpo y en donde las posiciones estdn numeradas de acuerdo con el
sistema de la UE, y en donde la cadena ligera es una cadena kappa.

[00351] En formas de realizacion adicionales, los anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos (por ejemplo, fragmento de union a antigeno) de utilidad en los inmunoconjugados
de la invencion incluyen anticuerpos modificados u obtenidos por ingenieria, como un
anticuerpo modificado para introducir uno 0 mas aminoacidos reactivos (distintos de la

cisteina), incluyendo Pcl, pirrolisina, etiquetas peptidicas (como las etiquetas S6, A1y ybbR) y
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amino&cidos no naturales, en lugar de al menos un amino&cido de la secuencia nativa,
proporcionando asi un sitio reactivo en el anticuerpo o fragmento de union a antigeno para la
conjugacion a un resto de farmaco o un resto de enlazador-farmaco con reactividad
complementaria. Por ejemplo, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden ser
modificados para incorporar Pcl o pirrolisina (W. Ou, et al., (2011) PNAS 108 (26), 10437-
10442; W02014124258) o aminoacidos no naturales (J.Y. Axup, et al., Proc Natl Acad SciU S
A, 109 (2012), pp. 16101-16106; para una revision, véase C.C. Liu and P.G. Schultz (2010)
Annu Rev Biochem 79, 413-444; C.H. Kim, et al., (2013) Curr Opin Chem Biol. 17, 412-419)
como sitios para la conjugacién a un farmaco. De manera similar, etiquetas peptidicas para los
métodos de conjugacion enzimatica se pueden introducir en un anticuerpo (Strop P., et al.,
Chem Biol. 2013, 20(2):161-7; Rabuka D., Curr Opin Chem Biol. 2010 Dec;14(6):790-6; Rabuka
D, et al., Nat Protoc. 2012, 7(6):1052-67). Otro ejemplo es el uso de 4’- fosfopanteteinil
transferasas (PPTase) para la conjugacion de analogos de coenzima A (W02013184514), y
(Griinewald et al., (2015) Bioconjugate Chem. 26 (12), 2554-62). Los métodos para conjugar
dichos anticuerpos modificados o disefiados genéticamente con cargas Utiles o0 combinaciones

de enlazador-carga util son conocidos en la técnica.

[00352] En otra forma de realizacion, la region bisagra Fc de un anticuerpo se muta para
disminuir la vida media biolégica del anticuerpo. Mas especificamente, se introducen una o mas
mutaciones de aminodacidos en la region de interfaz del dominio CH2-CH3 del fragmento
bisagra de Fc de modo que el anticuerpo haya deteriorado la unién de la proteina A de
estafilococo (SpA) en relacion con la union de SpA al dominio bisagra de Fc nativo. Este
enfoque esta descripto con mayor detalle en la Patente Estadounidense Numero 6,165,745 de
Ward et al.

[00353] En aun otras formas de realizacion, la region Fc se altera al reemplazar al
menos un residuo de aminoacido por un residuo de aminoacido diferente para alterar las
funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas aminoacidos pueden reemplazarse
por un residuo de aminoacido diferente de modo que el anticuerpo tenga una afinidad alterada
por un ligando efector pero retenga la capacidad de unién al antigeno del anticuerpo parental.
El ligando efector al que se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor Fc o el
componente C1 del complemento. Este enfoque esta descripto en, por ejemplo, las Patentes
Estadounidenses Nros. 5,624,821 y 5,648,260, ambas de Winter et al.

[00354] En otra forma de realizacion, uno o mas aminoacidos seleccionados entre

residuos de aminoacidos pueden reemplazarse por un residuo de aminoacido diferente de
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modo que el anticuerpo haya alterado la union a C1q y/o haya reducido o eliminado la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Este enfoque esta descripto en, por
ejemplo, las Patentes Estadounidenses Nros. 6,194,551 de Idusogie et al.

[00355] En otra forma de realizacion, uno o mas residuos de aminoécidos se alteran
para alterar asi la capacidad del anticuerpo de fijarse al complemento. Este enfoque esta
descripto en, por ejemplo, la Publicacion por el PCT WO 94/29351 de Bodmer et al. Los
residuos de aminoacidos alotipicos incluyen, entre otros, la regiéon constante de una cadena
pesada de las subclases IgG1, IgG2 e IgG3, asi como la regién constante de una cadena ligera
del isotipo kappa segun lo descripto en Jefferis et al., MAbs. 1:332-338 (2009).

[00356] Los complejos de proteinas de fusién de anticuerpos que contienen tales mutaciones
median la citotoxicidad celular reducida o no dependiente de anticuerpos (ADCC) o la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). En algunas formas de realizacion, los
residuos de aminoacidos L234 y L235 de la region constante de IgG1 se sustituyen por A234 y
A235. En algunas formas de realizacion, el residuo de aminoacido N267 de la regién constante
de IgG1 se sustituye por A267. En algunas formas de realizacion, los residuos de aminoacidos
D265 y P329 de la region constante de IgG1 son sustituidos por A265 y A329. También se

pueden usar otras mutaciones de silenciamiento de anticuerpos Fc.

[00357] En otra forma de realizacién, uno o mas residuos de aminoacidos se modifican
para alterar de ese modo la capacidad del anticuerpo de fijarse al complemento. Este enfoque
esta descripto en, por ejemplo, la Publicacién por el PCT WO 94/29351 de Bodmer et al. En
una forma de realizacion especifica, uno o mas aminoacidos de un anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo de la presente invencién son reemplazados por uno o mas
residuos de aminoacidos alotipicos. Los residuos de aminoacidos alotipicos ademas incluyen,
entre otros, la region constante de la cadena pesada de las subclases 1gG1, 1gG2, e IgG3 asi
como la region constante de la cadena ligera del isotipo kappa de acuerdo con lo descripto por
Jefferis et al., MAbs. 1:332-338 (2009).

[00358] En aun otra forma de realizacién, se modifica la glicosilaciéon de un anticuerpo.
Por ejemplo, se puede preparar un anticuerpo aglicosilado (es decir, el anticuerpo carece de
glicosilacion). La glucosilacion se puede alterar para, por ejemplo, aumentar la afinidad del
anticuerpo por el "antigeno". Dichas modificaciones de carbohidratos se pueden alcanzar, por
ejemplo, alterando uno o mas sitios de glicosilacién dentro de la secuencia del anticuerpo. Por
ejemplo, se pueden realizar una 0 mas sustituciones de aminoacidos que den como resultado
la eliminacion de uno o mas sitios de glicosilacién del marco de la regién variable para eliminar

de ese modo la glicosilacién en ese sitio. Tal aglicosilacion puede aumentar la afinidad del
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anticuerpo por el antigeno. Este enfoque esta descripto en, por ejemplo, las Patentes
Estadounidenses Nros. 5,714,350 y 6,350,861 de Co et al.

[00359] En otra forma de realizacion, el anticuerpo se modifica para aumentar su vida
media biologica. Son posibles varios enfoques. Por ejemplo, se pueden introducir una o0 mas de
las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, segun lo descripto en la Patente
Estadounidense Numero 6,277,375 concedida a Ward. Alternativamente, para aumentar la
vida media biolégica, el anticuerpo se puede alterar dentro de la region CH1 o CL para
contener un epitopo de unién al receptor de rescate tomado de dos bucles de un dominio CH2
de una region Fc de una IgG, segun lo descripto en las Patentes Estadounidenses Nros.
5,869,046 y 6,121,022 concedidas a Presta et al.

3. Produccion de los anticuerpos anti-PMEL17

[00360] Los anticuerpos anti-PMEL17 y fragmentos de anticuerpos (por ejemplo,
fragmentos de union a antigeno) de los mismos pueden producirse por cualquier medio
conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitacion, expresién recombinante, sintesis
guimica y digestion enziméatica de tetrameros de anticuerpos, mientras que los anticuerpos
monoclonales de longitud completa pueden obtenerse mediante, por ejemplo, hibridoma o
produccion recombinante. La expresion recombinante puede ser de cualquier célula huésped
apropiada conocida en la técnica, por ejemplo, células huésped de mamifero, células huésped
bacterianas, células huésped de levadura, células huésped de insectos, etc.

[00361] La invencidon ademas provee polinucleétidos que codifican los anticuerpos
descriptos en la presente, por ejemplo, polinucleétidos que codifican regiones o segmentos
variables de cadena pesada o ligera que comprenden las regiones determinantes de
complementariedad de acuerdo con la presente. En algunas formas de realizacion, el
polinucleétido que codifica las regiones variables de cadena pesada tiene por lo menos 85%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de
secuencia de acidos nucleicos con un polinucleétido seleccionado del grupo integrado por las
SEQ ID NOs: 11, 43, 65, 89, 113, 133, 150, 166, 185, 197, 216, 228, 240, y 255. En algunas
formas de realizacion, el polinucleétido que codifica las regiones variables de cadena ligera
tiene por lo menos 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o
100% de identidad de secuencia de acidos nucleicos con un polinucle6tido seleccionado del
grupo integrado por las SEQ ID NOs: 22, 26, 30, 54, 76, 100, 120, 144, 160, 172, 191, 203,
222,234, 249,y 261.
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[00362] En algunas formas de realizacion, el polinucle6tido que codifica la cadena
pesada tiene por lo menos 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
0 100% de identidad de secuencia de &cidos nucleicos con un polinucleétido de la SEQ ID NO:
13, 45, 67, 91, 115, 135, 152, 168, 187, 199, 218, 230, 242, y 257. En algunas formas de
realizacion, el polinucleétido que codifica la cadena ligera tiene por lo menos 85%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad de secuencia de
acidos nucleicos con un polinucleétido de la SEQ ID NO: 24, 28, 32, 56, 78, 102, 122, 146,
162, 174, 193, 205, 224, 236, 251, y 263.

[00363] Los polinucleétidos de la invencién pueden codificar solo la secuencia de region
variable de un anticuerpo anti-PMEL17. También pueden codificar tanto una region variable
como una regién constante del anticuerpo. Algunas de las secuencias de polinucle6tidos
codifican un polipéptido que comprende las regiones variables tanto de cadena pesada como
de cadena ligera de uno de los ejemplos de anticuerpos anti-PMEL17 de ratén. Algunos otros
polinucleétidos codifican dos segmentos de polipéptidos que, respectivamente, son
sustancialmente idénticos a las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de uno de
los anticuerpos de raton.

[00364] Las secuencias de polinucle6tidos pueden producirse por sintesis de ADN de
fase solida de novo o por mutagénesis por PCR de una secuencia existente (por ejemplo, las
secuencias segun lo descripto en los ejemplos a continuacién) que codifica un anticuerpo anti-
PMEL17 o su fragmento de unién. La sintesis quimica directa de acidos nucleicos se puede
alcanzar mediante métodos conocidos en la técnica, como el método de fosfotriéster de Narang
et al., Meth. Enzymol. 68:90, 1979; el método de fosfodiéster de Brown et al., Meth. Enzymol.
68:109, 1979; el método de dietilfosforamidita de Beaucage et al., Tetra. Lett., 22:1859, 1981; y
el método de soporte sélido de la Patente Estadounidense NUmero 4,458,066. La introduccion
de mutaciones a una secuencia de polinucleétidos por PCR se puede realizar segun lo
descripto en, por ejemplo, PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification,
H.A. Erlich (Ed.), Freeman Press, NY, NY, 1992; PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, Innis et al. (Ed.), Academic Press, San Diego, CA, 1990; Mattila et al., Nucleic
Acids Res. 19:967, 1991, y Eckert et al., PCR Methods and Applications 1:17, 1991.

[00365] La invencion ademas provee vectores de expresion y células huésped para
producir los anticuerpos anti-PMEL17 antes descriptos. Se pueden emplear diversos vectores
de expresion para expresar los polinucleotidos que codifican las cadenas de anticuerpos anti-
PMEL17 o fragmentos de union. Tanto los vectores de expresion virales como no virales

pueden usarse para producir los anticuerpos en una célula huésped de mamifero. Los vectores
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y sistemas no virales incluyen pladsmidos, vectores episomales, tipicamente con un casete de
expresion para expresar una proteina o ARN, y cromosomas artificiales humanos (véase, por
ejemplo, Harrington et al., Nat Genet 15:345, 1997). Por ejemplo, los vectores no virales utiles
para la expresion de los polinucleétidos y polipéptidos anti-PMEL17 en células de mamiferos
(por ejemplo, humanas) incluyen los vectores pThioHis A, B & C, pcDNA™3.1/His, pEBVHis A,
B & C (Invitrogen, San Diego, CA), MPSV, y otros humerosos vectores conocidos en la técnica
para expresar otras proteinas. Los vectores virales Utiles incluyen vectores basados en
retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, virus herpes, vectores basados en SV40, virus
del papiloma, virus de Epstein Barr HBP, vectores del virus vacuna y virus Semliki Forest
(SFV). Véase Brent et al., supra; Smith, Annu. Rev. Microbiol. 49:807, 1995; y Rosenfeld et al.,
Cell 68:143, 1992.

[00366] La eleccidn del vector de expresion depende de las células huésped previstas en
las que se va a expresar el vector. Tipicamente, los vectores de expresion contienen un
promotor y otras secuencias reguladoras (por ejemplo, potenciadoras) que estan
operativamente unidas a los polinucle6tidos que codifican una cadena o fragmento de
anticuerpo anti-PMEL17. En algunas formas de realizacion, se emplea un promotor inducible
para prevenir la expresion de secuencias insertadas excepto en condiciones inductoras. Los
promotores inducibles incluyen, por ejemplo, arabinosa, lacZ, promotor de metalotioneina o un
promotor de choque térmico. Los cultivos de organismos transformados pueden expandirse en
condiciones no inductoras sin sesgar a la poblacion para codificar secuencias cuyos productos
de expresion son mejor tolerados por las células huésped. Ademas de los promotores, también
se pueden requerir o desear otros elementos reguladores para la expresion eficiente de una
cadena o fragmento de anticuerpo anti-PMEL17. Estos elementos tipicamente incluyen un
coddn de iniciacion ATG y un sitio de unién a ribosoma adyacente u otras secuencias. Ademas,
la eficacia de la expresion puede mejorarse mediante la inclusion de potenciadores apropiados
para el sistema celular en uso (véase, por ejemplo, Scharf et al., Results Probl. Cell Differ.
20:125, 1994, y Bittner et al., Meth. Enzymol., 153:516, 1987). Por ejemplo, el potenciador
SV40 o el potenciador CMV pueden usarse para aumentar la expresion en células huésped de
mamifero.

[00367] Los vectores de expresion también pueden proveer una posicion de secuencia
de sefial de secrecion para formar una proteina de fusion con polipéptidos codificados por las
secuencias de anticuerpo anti-PMEL17 insertadas. Con mayor frecuencia, las secuencias de
anticuerpo anti-PMEL17 insertadas se unen a una secuencia sefial antes de su inclusion en el

vector. Los vectores que se usaran para recibir secuencias que codifican los dominios variables
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de cadena ligera y pesada del anticuerpo anti-PMEL17 a veces también codifican regiones
constantes o partes de las mismas. Dichos vectores permiten la expresion de las regiones
variables como proteinas de fusion con las regiones constantes, lo que conduce a la
produccion de anticuerpos intactos o fragmentos de los mismos. Tipicamente, tales regiones
constantes son humanas.

[00368] Las células huésped para alojar y expresar las cadenas de anticuerpos anti-
PMEL17 pueden ser procariotas o eucariotas. E. coli es un huésped procariota Util para clonar y
expresar los polinucleétidos de la presente invencion. Otros huéspedes microbianos adecuados
para su uso incluyen bacilos, como Bacillus subtilis, y otras enterobacterias, como Salmonella,
Serratia y varias especies de Pseudomonas. En estos hospedadores procariotas, también se
pueden preparar vectores de expresion, que tipicamente contienen secuencias de control de
expresion compatibles con la célula huésped (por ejemplo, un origen de replicacion). Ademas,
cualquier nimero de una variedad de promotores conocidos estaran presentes, como un
sistema promotor de lactosa, un sistema promotor de triptéfano (trp), un sistema promotor de
beta-lactamasa o un sistema promotor de fago lambda. Los promotores tipicamente controlan
la expresion, opcionalmente con una secuencia de operador, y tienen secuencias de sitio de
union a ribosomas y similares, para iniciar y completar la transcripcién y traduccién. También se
pueden emplear otros microbios, como la levadura, para expresar los polipéptidos de la
invencion anti-PMEL17. También se pueden usar vectores de células de insectos en
combinacion con baculovirus.

[00369] En algunas formas de realizacion preferidas, se usan células huésped de
mamifero para expresar y producir los polipéptidos anti-PMEL17 de la presente invencion. Por
ejemplo, pueden ser una linea celular de hibridoma que expresa genes de inmunoglobulina
enddgena (por ejemplo, los clones de hibridoma de mieloma segun lo descripto en los
Ejemplos) o una linea celular de mamifero que aloja un vector de expresion exdégena (por
ejemplo, las células de mieloma SP2/0 que se ejemplifican a continuacién). Estas incluyen
cualquier célula animal o humana mortal normal o normal o anormal inmortal. Por ejemplo, se
han desarrollado varias lineas de células huésped adecuadas capaces de secretar
inmunoglobulinas intactas, incluidas las lineas celulares CHO, varias lineas celulares Cos,
células Hela, lineas celulares de mieloma, células B transformadas e hibridomas. El uso de un
cultivo de células de tejido de mamifero para expresar polipéptidos se describe en general en,
por ejemplo, Winnacker, From Genes to Clones, VCH Publishers, N.Y., N.Y., 1987. Los
vectores de expresion para células huésped de mamifero pueden incluir secuencias de control

de expresion, tales como un origen de replicacion, un promotor y un potenciador (véase, por
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ejemplo, Queen et al., Immunol. Rev. 89:49-68, 1986), y sitios de informacion de procesamiento
necesarios, tales como sitios de union a ribosomas, sitios de corte y empalme de ARN, sitios de
poliadenilacion y secuencias terminadoras transcripcionales. Estos vectores de expresion
generalmente contienen promotores derivados de genes de mamiferos o de virus de
mamiferos. Los promotores adecuados pueden ser constitutivos, especificos del tipo de célula,
especificos del estadio y/o modulables o regulables. Los promotores utiles incluyen, pero no se
limitan a, el promotor de metalotioneina, el promotor tardio principal del adenovirus constitutivo,
el promotor MMTYV inducible por dexametasona, el promotor SV40, el promotor MRP pollll, el
promotor constitutivo MPSV, el promotor CMV inducible por tetraciclina (tal como el promotor
de CMV temprano inmediato humano), el promotor de CMV constitutivo y combinaciones de
promotor-potenciador conocidas en la técnica.

[00370] Los métodos para la introduccién de vectores de expresion que contengan las
secuencias de polinucleétidos de interés varian dependiendo del tipo de huésped celular. Por
ejemplo, cominmente se utiliza la transfeccién con cloruro de calcio para las células
procariotas, mientras que se puede utilizar el tratamiento con fosfato de calcio o electroporacion
para otros huéspedes celulares (véase en general Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 4™ ed.). Otros métodos incluyen, por ejemplo, electroporacion, tratamiento
con fosfato de calcio, transformacién mediada por liposomas, inyeccion y microinyeccion,
métodos balisticos, virosomas, inmunoliposomas, conjugados de policatién:acido nucleico,
ADN desnudo, viriones artificiales, fusion a la proteina estructural VP22 del virus del herpes
(Elliot and O'Hare, Cell 88:223, 1997), absorcion mejorada de ADN mediante un agente, y
transduccién ex vivo. Para la produccién a largo plazo de alto rendimiento de proteinas
recombinantes, a menudo sera conveniente una expresion estable. Por ejemplo, las lineas
celulares que expresan establemente cadenas de anticuerpo anti-PMEL17 o fragmentos de
unién pueden prepararse usando vectores de expresion de la invencion que contienen origenes
virales de replicacion o elementos de expresién enddégenos y un gen marcador seleccionable.
Después de la introduccion del vector, se puede permitir que las células crezcan durante 1-2
dias en un medio enriquecido antes de cambiar al medio selectivo. El propdsito del marcador
seleccionable es conferir resistencia a la seleccion, y su presencia permite el crecimiento de
células que expresan con éxito las secuencias introducidas en medios selectivos. Las células
resistentes y transfectadas de forma estable pueden proliferar utilizando técnicas de cultivo de

tejidos apropiadas para el tipo de célula.
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Usos Terapéuticos

[00371] Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a
antigeno), y conjugados de anticuerpo farmaco de la invencién son utiles en una variedad de
aplicaciones que incluyen, pero no se limitan a, tratamiento o prevencion de cancer, como
canceres solidos o neoplasias hem. En ciertas formas de realizacion, los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de union a antigeno), y conjugados de
anticuerpo farmaco de la invencién son utiles para inhibir el crecimiento tumoral, inducir la
diferenciacién, reducir el volumen del tumor y/o reducir la tumorigenicidad de un tumor. Los
métodos de uso pueden ser in vitro, ex vivo o in Vvivo.

[00372] En un aspecto, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo,
fragmentos de union a antigeno), y conjugados de anticuerpo farmaco de la invencién son
Utiles para detectar la presencia de PMEL17 en una muestra biolégica. El término "deteccion"
de acuerdo con la presente abarca la deteccidén cuantitativa o cualitativa. En ciertas formas de
realizacién, una muestra biol6gica comprende una célula o tejido. En ciertas formas de
realizacion, tales tejidos incluyen tejidos normales y/o cancerosos que expresan PMEL17 a
niveles mas altos en relacién con otros tejidos.

[00373] En un aspecto, la invencién provee un método para detectar la presencia de
PMEL17 en una muestra biolégica. En ciertas formas de realizacion, el método comprende
poner en contacto la muestra biolégica con un anticuerpo anti-PMEL17 en condiciones
permisivas para la union del anticuerpo al antigeno y detectar si se forma un complejo entre el
anticuerpo y el antigeno.

[00374] En un aspecto, la invencion provee un método para diagnosticar un trastorno
asociado con una mayor expresion de PMEL17. En ciertas formas de realizacion, el método
comprende poner en contacto una célula de prueba con un anticuerpo anti-PMEL17; determinar
el nivel de expresion (cuantitativa o cualitativamente) de PMEL17 en la célula de prueba
mediante la deteccion de la unién del anticuerpo anti-PMEL17 al antigeno PMEL17; y comparar
el nivel de expresion de PMEL17 en la célula de prueba con el nivel de expresion de PMEL17
en una célula de control (por ejemplo, una célula normal del mismo tejido de origen que la
célula de prueba o una célula que expresa PMEL17 a niveles comparables con la célula
normal), en donde un mayor nivel de expresion de PMEL17 en la célula de prueba en
comparacion con la célula de control indica la presencia de un trastorno asociado con una
mayor expresion de PMEL17. En ciertas formas de realizacion, la célula de prueba se obtiene

de un individuo que se sospecha padece un trastorno asociado con una mayor expresion de
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PMEL17. En ciertas formas de realizacion, el trastorno es un trastorno proliferativo celular,
como un cancer o un tumor. En ciertas formas de realizacion, el método comprende medir el
namero de copias del gen PMEL17 en una célula de prueba.

[00375] En ciertas formas de realizacion, un método de diagnéstico o deteccidn, como
los descriptos anteriormente, comprende detectar la union de un anticuerpo anti-PMEL17 a
PMEL17 que se expresa en la superficie de una célula o en una preparacién de membrana
obtenida de una célula que expresa PMEL17 en su superficie. Un ejemplo de ensayo para
detectar la union de un anticuerpo anti-PMEL17 a PMEL17 expresada en la superficie de una
célula es un ensayo "FACS".

[00376] Se pueden usar otros métodos para detectar la unién de anticuerpos anti-
PMEL17 a PMEL17. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, ensayos de unién a antigeno
gue son bien conocidos en la técnica, tales como transferencias de Western,
radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas), inmunoensayos
"sandwich", ensayos de inmunoprecipitacion, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de
proteina A e inmunohistoquimica (IHC).

[00377] En ciertas formas de realizacion, los anticuerpos anti-PMEL17 estan
etiquetados. Las etiquetas incluyen, entre otras, etiquetas o restos que se detectan
directamente (como marcadores fluorescentes, cromoéforos, densos en electrones,
guimioluminiscentes y radiactivos), asi como restos, como enzimas o ligandos, que se detectan
indirectamente, por ejemplo, a través de una reaccion enziméatica o interaccion molecular.
[00378] En ciertas formas de realizacion, los anticuerpos anti-PMEL17 estan
inmovilizados en una matriz insoluble. La inmovilizacion implica separar el anticuerpo anti-
PMEL17 de cualquier proteina PMEL17 que permanezca libre en solucién. Esto se logra
convencionalmente ya sea por insolubilizacion del anticuerpo anti-PMEL17 antes del
procedimiento de ensayo, como por adsorcion en una matriz o superficie insoluble en agua
(Bennich et al, Patente Estadounidense Numero 3,720,760), o por acoplamiento covalente (por
ejemplo, usando entrecruzamiento de glutaraldehido), o insolubilizando el anticuerpo anti-
PMEL17 después de la formacién de un complejo entre el anticuerpo anti-PMEL17 y la proteina
PMEL17, por ejemplo, por inmunoprecipitacion.

[00379] Cualquiera de las formas de realizacion precedentes de diagndstico o deteccion
puede llevarse a la practica usando un inmunoconjugado de la invencion en lugar de o ademas
de un anticuerpo anti-PMEL17.

[00380] En una forma de realizacién, la invencién provee un método para tratar o

prevenir una enfermedad que comprende administrar los anticuerpos, fragmentos de
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anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de union a antigeno), o conjugados de anticuerpo
farmaco de la invencion a un paciente. La invencion ademas provee el uso de los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de union a antigeno), o conjugados de
anticuerpo farmaco de la invencion para tratar o prevenir una enfermedad en un paciente. En
algunas formas de realizacion, la invencion provee anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por
ejemplo, fragmentos de unién a antigeno), o conjugados de anticuerpo farmaco de la invencién
para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad en un paciente. En formas de
realizacién adicionales, la invencién provee el uso de los anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno), o conjugados de anticuerpo
farmaco de la invencion en la fabricacion de un medicamento para tratamiento o prevencion de
una enfermedad en un paciente.

[00381] En ciertas formas de realizacion, la enfermedad tratada con los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno), y conjugados de
anticuerpo farmaco de la invencién es un cancer. En ciertas formas de realizacién, el cancer
esta caracterizado por células que expresan PMEL17 a las cuales los anticuerpos, fragmentos
de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de union a antigeno), y conjugados de anticuerpo
farmaco de la invencion se une. En ciertas formas de realizacion, el cancer esta caracterizado
por un incremento en la expresion de PMEL17 en relacion con un paciente sano. En algunas
formas de realizacion, la expresion de PMEL17 puede medirse mediante un aumento en el
ARN de PMEL17. En otras formas de realizacion, el cancer se caracteriza por un aumento en el
namero de copias de ADN de PMEL17. Los expertos en la técnica conocen otros métodos para
medir o determinar los niveles de expresion de PMEL17. En ciertas formas de realizacion, el
cancer se caracteriza por una mutacioén, por ejemplo, una mutacion de activacién que afecta a
Q209 o R183, en el gen GNAQ y/o GNA11. Los ejemplos de enfermedades que pueden
tratarse y/o prevenirse incluyen, pero no se limitan a, melanoma, melanoma uveal, carcinoma
hepatocelular, y un cancer metastasico de los mismos.

[00382] La presente invencién provee métodos para tratar o prevenir el cancer que
comprenden administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de los anticuerpos, fragmentos
de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de union a antigeno), o conjugados de anticuerpo
farmaco de la invencion. En ciertas formas de realizacion, el cancer es un cancer sélido tal
como melanoma, melanoma uveal, melanoma uveal, carcinoma hepatocelular o un cancer
metastésico del mismo. En ciertas formas de realizacion, el sujeto es un ser humano. En

ciertas formas de realizacién, el cancer es un cancer resistente y/o un cancer recurrente.
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[00383] En ciertas formas de realizacion, la invencion provee métodos para inhibir el
crecimiento tumoral que comprenden administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente
efectiva de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a
antigeno), o conjugados de anticuerpo farmaco de la invencion. En ciertas formas de
realizacion, el tumor es de un céancer sélido como melanoma, melanoma uveal, carcinoma
hepatocelular, o un cancer metastasico del mismo. En ciertas formas de realizacion, el sujeto
es un ser humano. En ciertas formas de realizacion, el sujeto tiene un tumor o le extirparon un
tumor.

[00384] En ciertas formas de realizacion, el tumor expresa el PMEL17 al que se une el
anticuerpo anti-PMEL17. En ciertas formas de realizacion, el tumor sobreexpresa el PMEL17
humana. En ciertas formas de realizacion, el tumor tiene un aumento en el nimero de copias
del gen PMEL17. En ciertas formas de realizacion, el tumor se caracteriza por una mutacion,
por ejemplo, una mutacion de activacion que afecta a Q209 o R183, en el gen GNAQ y/o
GNA11.

[00385] La presente invencién ademas provee métodos de seleccidn de pacientes para
el tratamiento con anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a
antigeno), o conjugados de anticuerpo farmaco de la invencién que comprenden administrar
una cantidad terapéuticamente efectiva de dichos anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por
ejemplo, fragmentos de unién a antigeno), o conjugados de anticuerpo farmaco. En ciertos
aspectos de la invencion los métodos comprenden seleccionar un paciente midiendo la
expresion de PMEL17. En ciertos aspectos de la invencion los métodos comprenden
seleccionar un paciente identificando una mutacion, por ejemplo, una mutacién activadora que
afecta a Q209 o R183, en el gen GNAQ o GNA11l. En ciertas formas de realizacion, los
métodos comprenden medir el nivel de expresion de PMEL17 en el paciente, asi como detectar
el gen GNAQ y/o GNA11.

[00386] Para el tratamiento o prevencién de la enfermedad, la dosificacion apropiada de
los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno) o
conjugados de anticuerpo de la presente invencion depende de varios factores, como el tipo de
enfermedad a tratar, la gravedad y el curso de la enfermedad, la capacidad de respuesta de la
enfermedad, la terapia previa, la historia clinica del paciente, etc. El anticuerpo o agente puede
administrarse una vez o durante una serie de tratamientos que duran desde varios dias hasta
varios meses, o0 hasta que se efectlie una cura o se logre una disminucién del estado de la
enfermedad (por ejemplo, reduccion del tamafio del tumor). Los cronogramas de dosificacion

Optimos se pueden calcular a partir de mediciones de la acumulacion del farmaco en el cuerpo
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del paciente y variaran segun la potencia relativa del anticuerpo, fragmento de anticuerpo (por
ejemplo, fragmento de unién a antigeno) o conjugados de anticuerpo farmaco dados. El médico
tratante podra estimar las tasas de repeticion para la dosificacion en funcién de los tiempos de
residencia medidos y las concentraciones del farmaco en los fluidos o tejidos corporales.

Terapia de Combinacion

[00387] En ciertos casos, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo (por ejemplo,
fragmento de unién a antigeno), o conjugado de anticuerpo farmaco de la presente invencion
se combina con otros tratamientos terapéuticos, como cirugia y radioterapia, agentes
terapéuticos, como otros agentes contra el cancer, agentes antialérgicos, agentes contra las
nauseas (0 antieméticos), analgésicos, agentes citoprotectores y combinaciones de los
mismos.

[00388] En una forma de realizacion, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo (por
ejemplo, fragmento de union a antigeno), o conjugado de anticuerpo farmaco de la presente
invencién se combina en una formulacién de combinacion farmacéutica, o régimen de
dosificacién como terapia de combinacién, con un segundo compuesto que tiene propiedades
anticancerigenas. El segundo compuesto de la formulacién de combinacién farmacéutica o
régimen de dosificacion puede tener actividades complementarias al anticuerpo o
inmunoconjugado de la combinacion de manera que no se afecten negativamente entre si. Por
ejemplo, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo (por ejemplo, fragmento de unién a antigeno),
0 conjugado de anticuerpo farmaco de la presente invencién puede administrarse en
combinacién con, entre otros, un agente quimioterapéutico, agentes inmunomoduladores, un
inhibidor de tirosina quinasa, un inhibidor de la ruta de sefalizacién corriente abajo de
GNAQ/GNA11, inhibidores de IAP, inhibidores de Bcl2, inhibidores de Mcl1 y otros inhibidores
de GNAQ/GNA11.

[00389] El término “combinacién farmacéutica” de acuerdo con la presente se refiere a
ya sea una combinacion fija en una forma unitaria de dosificaciéon, o una combinacién no fija o
un kit de partes para la administracién combinada donde dos o mas agentes terapéuticos
pueden administrarse independientemente al mismo tiempo o por separado dentro de
intervalos de tiempo, especialmente donde estos intervalos de tiempo permiten que los
componentes combinados demuestren un efecto cooperativo, por ejemplo, sinérgico.

[00390] El término "terapia de combinacién” se refiere a la administracién de dos o mas
agentes terapéuticos para tratar o prevenir una afeccion o trastorno terapéutico descripto en la

presente invencion. Dicha administracion contempla la coadministracion de estos agentes
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terapéuticos de una manera sustancialmente simultdnea, como en una sola capsula que tiene
una proporcion fija de ingredientes activos. Alternativamente, dicha administracién contempla la
administracién conjunta en contenedores multiples o separados (por ejemplo, capsulas, polvos
y liquidos) para cada ingrediente activo. Los polvos y/o liquidos pueden reconstituirse o diluirse
a una dosis deseada antes de la administracion. Ademas, dicha administracion también abarca
el uso de cada tipo de agente terapéutico de manera secuencial, ya sea aproximadamente al
mismo tiempo o en momentos diferentes. En cualquier caso, el régimen de tratamiento
proporcionard los efectos beneficiosos de la combinacion de farmacos en el tratamiento o
prevencion de las afecciones o trastornos descriptos en la presente.

[00391] La terapia de combinacién puede proveer "sinergia" y demostrar un efecto
"sinérgico", es decir, el efecto logrado cuando los ingredientes activos usados juntos es mayor
gue la suma de los efectos que resultan del uso de los compuestos por separado. Se puede
lograr un efecto sinérgico cuando los ingredientes activos son: (1) formulados conjuntamente y
administrados o entregados simultdneamente en una formulacion combinada de dosificaciéon
unitaria; (2) entregados con alternancia o en paralelo como formulaciones separadas; o (3)
mediante otro régimen. Cuando se entregan bajo una terapia de alternancia, se puede lograr
un efecto sinérgico cuando los compuestos se administran o entregan secuencialmente, por
ejemplo, mediante diferentes inyecciones en jeringas separadas. En general, durante la terapia
de alternancia, una dosis efectiva de cada ingrediente activo se administra secuencialmente, es
decir, en serie, mientras que en la terapia de combinacion, las dosis efectivas de dos 0 mas
ingredientes activos se administran juntas.

[00392] Los agentes quimioterapéuticos generales considerados para su uso en terapias
de combinacién incluyen anastrozol (Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), bleomicina sulfato
(BIenoxane®), busulfano (Myleran®), inyeccion de busulfano (Busulfex®), capecitabina
(Xeloda®), N4-pentoxicarbonil-5-desoxi-5-fluorocitidina, carboplatina (Paraplatin®), carmustina
(BiICNU®), clorambucilo (Leukeran®), cisplatina (Platinol®), cladribina (Leustatin®),
ciclofosfamida (Cytoxan® 0 Neosar®), citarabina, citosina arabinésido (Cytosar-U®), inyeccion
de liposoma de citarabina (DepoCyt®), dacarbazina (DTIC-Dome®), dactinomicina
(Actinomicina D, Cosmegan), daunorubicina clorhidrato (Cerubidine®), inyeccion de liposoma
de citrato de daunorrubicina (DaunoXome®), dexametasona, docetaxel (Taxotere®),
doxorubicina clorhidrato (Adriamycin®, Rubex®), etopoésido (Vepesid®), fludarabina fosfato

(Fludara®), 5-fluorouracilo (Adrucil®, Efudex®), flutamida (Eulexin®), tezacitibina, Gemcitabina
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(difluorodesoxicitidina), hidroxiurea (Hydrea®), Idarubicina (Idamycin®), ifosfamida (IFEX®),
irinotecan (Camptosar®), L-asparaginasa (ELSPAR®), leucovorina célcica, melfalan
(Alkeran®), 6-mercaptopurina (Purinethol®), metotrexato (Folex®), mitoxantrona
(Novantrone®), mylotarg, paclitaxel (Taxol®), phoenix (Itrio 90/MX-DTPA), pentostatina,
polifeprosan 20 con implante de carmustina (Gliadel®), tamoxifeno citrato (Nolvadex®),
tenipdsido (Vumon®), 6-tioguanina, tiotepa, tirapazamina (Tirazone®), topotecan clorhidrato
inyectable (Hycamptin®), vinblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®), y vinorelbina

(Navelbine®), y pemetrexed.

[00393] En un aspecto, la presente invencién provee un método para tratar o prevenir el
cancer administrando a un sujeto que lo necesita un conjugado de anticuerpo farmaco de la
presente invencién en combinacion con uno o mas inhibidores de MDM2, inhibidores de PKC,
inhibidores de PRC2, inhibidores de MAPK, inhibidores de GPCR, inhibidores de tirosina
guinasa, que incluyen entre otros, inhibidores de BTK, inhibidores de EGFR, inhibidores de
Her2, inhibidores de Her3, inhibidores de IGFR, e inhibidores de Met.

[00394] Por ejemplo, los inhibidores de MDM2 incluyen pero no se limitan a, RG7112
(RO5045337); RG7388 (RO5503781, Idasanutlin); MI-77301 (SAR405838); MK-8242 (SCH-
900242); AMG232; CGM097; DS3032b; HDM201; y ALRN-6924.

[00395] Por ejemplo, los inhibidores de PKC incluyen pero no se limitan a, Balanol;
Riluzol; Eestaurosporinaa; Enzastaurina; 6V1-1 (KAI-9803 o Delcasertib); eV1-2 (KAI-1678);
Aprinocarsen; Midostaurina (PKC412); UCN-01 (7-hidroxi-estaurosporina); Rottlerin (5, 7,
dihidroxi-2,2-dimetil-6-(2,4,6-trihidroxi-3-metil-5-acetilbencil)-8-cinamoil-1,2- cromeno); y
Briostatina 1.

[00396] Por ejemplo, los inhibidores de PRC2 incluyen pero no se limitan a, EI1;
EPZ011989; EPZ005687; Tetrametilpiperidinil Benzamidas; UNC1999; y GSK126.
[00397] Por ejempilo, los inhibidores de MAPK incluyen pero no se limitan a, Vemurafenib

(Zelboraf); dabrafenib (Tafinlar); encorafenib (Braftovi); trametinib (Mekinist); cobimetinib
(Cotellic); binimetinib (Mektovi); y ulixertinib.

[00398] Por ejemplo, los inhibidores de tirosina quinasa incluyen pero no se limitan a,
Ibrutinib (PCI-32765); Erlotinib clorhidrato (Tarceva®); Linifanib (N-[4-(3-amino-1H-indazol-4-il)
fenil]-N'-(2-fluoro-5-metilfenil)urea, también conocido como ABT 869, comercializado por
Genentech); Sunitinib malato (Sutent®); Bosutinib (4-[(2,4-dicloro-5-metoxifenil)amino]-6-
metoxi-7-[3-(4-metilpiperazin-1-il) propoxi]quinolina-3-carbonitrilo, también conocido como SKI-
606, y descripto en la Patente Estadounidense Nro. 6,780,996); Dasatinib (Sprycel®);
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Pazopanib (Votrient®); Sorafenib (Nexavar®); Zactima (ZD6474); e Imatinib o Imatinib
mesilato (Gilvec® y Gleevec®).

[00399] Los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
incluyen pero no se limitan a, Erlotinib clorhidrato (Tarceva®), Gefitinib (Iressa®); N-[4-[(3-
Cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[[(3"S")-tetrahidro-3-furanilJoxi]-6-quinazolinil]-4(dimetilamino)-2-
butenamida, Tovok®); Vandetanib (Caprelsa®); Lapatinib (Tykerb®); (3R,4R)-4-Amino-1-((4-
((3-metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-i) metil)piperidin-3-ol (BMS690514);
Canertinib diclorhidrato (CI-1033); 6-[4-[(4-Etil-1-piperazinil) metil]fenil]-N-[(1R)-1-feniletil]- 7H-
Pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-amina (AEE788, CAS 497839-62-0); Mubritinib (TAK165); Pelitinib
(EKB569); Afatinib (BIBW2992); Neratinib (HKI-272); acido N-[4-[[1-[(3-Fluorofenil)metil]-1H-
indazol-5-il] amino]-5-metilpirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-6-il]-carbamico, (3S)-3-morfoliniimetil éster
(BMS599626); N-(3,4-Dicloro-2-fluorofenil)-6-metoxi-7-[[(3aa,58,6aa)-octahidro-2-
metilciclopenta[c]pirrol-5-il] metoxi]- 4-quinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8); y 4-[4-
[[(1R)-1-Feniletillamino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-il]-fenol (PKI166, CAS 187724-61-4).
[00400] Los anticuerpos de EGFR incluyen pero no se limitan a, Cetuximab (Erbitux®);
Panitumumab (Vectibix®); Matuzumab (EMD-72000); ; Nimotuzumab (hR3); Zalutumumab;
TheraCIM h-R3; MDX0447 (CAS 339151-96-1); y ch806 (mAb-806, CAS 946414-09-1).
[00401] Los inhibidores del Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
(receptor Her2) (también conocido como Neu, ErbB-2, CD340, o p185) incluyen pero no se
limitan a, Trastuzumab (Herceptin®); Pertuzumab (Omnitarg®); trastuzumab emtansina
(Kadcyla®); Neratinib (HKI-272, (2E)-N-[4-[[3-cloro-4-[(piridin-2-il) metoxi]fenillamino]-3-ciano-
7-etoxiquinolin-6-il] -4-(dimetilamino)but-2-enamida, y descripto en la Publicacion por el PCT
Nro. WO 05/028443); Lapatinib o Lapatinib ditosilato (Tykerb®); (3R,4R)-4-amino-1-((4-((3-
metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-il) metil)piperidin-3-ol (BMS690514); (2E)-N-[4-
[(3-Cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[[(3S)-tetrahidro-3-furanil]oxi]-6-quinazolinil]-4-(dimetilamino)-2-
butenamida (BIBW-2992, CAS 850140-72-6); acido N-[4-[[1-[(3-Fluorofenil)metil]-1H-indazol-5-
il] amino]-5-metilpirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-6-il] -carbamico, (3S)-3-morfoliniimetil éster (BMS
599626, CAS 714971-09-2); Canertinib diclorhidrato (PD183805 o CI-1033); y N-(3,4-Dicloro-
2-fluorofenil)-6-metoxi-7-[[(3aa,5B,6aa)-octahidro-2-metilciclopenta[c]pirrol-5-il] metoxi]- 4-
guinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8).

[00402] Los inhibidores de Her3 incluyen pero no se limitan a, LIM716, MM-121, AMG-
888, RG7116, REGN-1400, AV-203, MP-RM-1, MM-111, y MEHD-7945A.
[00403] Los inhibidores de MET incluyen pero no se limitan a, Cabozantinib (XL184, CAS

849217-68-1); Foretinib (GSK1363089, anteriormente XL880, CAS 849217-64-7); Tivantinib
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(ARQ197, CAS 1000873-98-2); 1-(2-Hidroxi-2-metilpropil) -N-(5-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)
piridin-2-il) -5-metil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazol-4-carboxamida (AMG 458); Crizotinib
(Xalkori®, PF-02341066); (32)-5-(2,3-Dihidro-1H-indol-1-ilsulfonil) -3-({3,5-dimetil-4-[(4-
metilpiperazin-1-il) carbonil]-1H-pirrol-2-il}metilen)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (SU11271); (32)-
N-(3-Clorofenil)-3-({3,5-dimetil-4-[(4-metilpiperazin-1-il) carbonil]-1H-pirrol-2-il}metilen)-N-metil-
2-oxoindolina-5-sulfonamida (SU11274); (3Z)-N-(3-Clorofenil)-3-{[3,5-dimetil-4-(3-morfolin-4-
ilpropil) -1H-pirrol-2-il] metilen}-N-metil-2-oxoindolina-5-sulfonamida (SU11606); 6-[Difluoro[6-
(1-metil-1H-pirazol-4-il) -1,2,4-triazolo[4,3-b]piridazin-3-il] metil]-quinolina (JNJ38877605, CAS
943540-75-8); 2-[4-[1-(Quinolin-6-ilmetil)-1H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pirazin-6-il] -1H-pirazol-1-il]
etanol (PF04217903, CAS 956905-27-4); N-((2R)-1,4-Dioxan-2-ilmetil)-N-metil-N'-[3-(1-metil-
1H-pirazol-4-il) -5-oxo0-5H-benzo[4,5]ciclohepta[1,2-b]piridin-7-il] sulfamida (MK2461, CAS
917879-39-1); 6-[[6-(1-Metil-1H-pirazol-4-il) -1,2,4-triazolo[4,3-b]piridazin-3-il] tio]-quinolina
(SGX523, CAS 1022150-57-7); y (32)-5-[[(2,6-Diclorofenil)metil]sulfonil]-3-[[3,5-dimetil-4-[[(2R)-
2-(1-pirrolidinilmetil)-1-pirrolidinil]carbonil]-1H-pirrol-2-il] metilen]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona
(PHA665752, CAS 477575-56-7).

[00404] Los inhibidores de IGF1R incluyen pero no se limitan a, BMS-754807, XL-228,
OSI-906, GSK0904529A, A-928605, AXL1717, KW-2450, MK0646, AMG479, IMCA12, MEDI-
573, y BI836845. Véase por ejemplo, Yee, JNCI, 104; 975 (2012) para su revision.

[00405] En otro aspecto, la presente invencion provee un método para tratar o prevenir
el cancer administrando a un sujeto que lo necesita un conjugado de anticuerpo farmaco de la
presente invencion en combinacion con uno o més inhibidores de la via de sefializacion
corriente debajo de GNAQ/GNAL11, que incluyen pero no se limitan a, inhibidores de B-
arrestina, inhibidores de GRK, inhibidores de MAPK, inhibidores de PI3K, inhibidores de JAK,
etc.

[00406] Por ejempilo, los inhibidores de la fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) incluyen pero
no se limitan a, Idelalisib (Zydelig, GS-1101, Cal-101), 4-[2-(1H-Indazol-4-il) -6-[[4-(metilsulfonil)
piperazin-1-il] metiltieno[3,2-d]pirimidin-4-il] morfolino (también conocido como GDC 0941 y
descripto en las Publicaciones por el PCT Nros. WO 09/036082 y WO 09/055730); 2-Metil-2-[4-
[3-metil-2-ox0-8-(quinolin-3-il) -2,3-dihidroimidazo[4,5-c]quinolin-1-il] fenil]propionitrilo (también
conocido como BEZ 235 o NVP-BEZ 235, y descripto en la Publicacion por el PCT Nro. WO
06/122806); 4-(trifluorometil)-5-(2,6-dimorfolinopirimidin-4-il) piridin-2-amina (también conocido
como BKM120 o NVP-BKM120, y descripto en la Publicacion por el PCT Nro.
W02007/084786); Tozasertib (VX680 o MK-0457, CAS 639089-54-6); (52)-5-[[4-(4-Piridinil) -6-
qguinolinillmetilen]-2,4-tiazolidinediona (GSK1059615, CAS 958852-01-2);
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(1E,4S,4aR,5R,6aS,9aR)-5-(Acetiloxi) -1-[(di-2-propenilamino)metilen]-4,4a,5,6,6a,8,9,9a-
octahidro-11-hidroxi-4-(metoximetil)-4a,6a-dimetil-ciclopenta[5,6]nafto[1,2-c]piran-2,7,10(1H)-
triona (PX866, CAS 502632-66-8); y 8-Fenil-2-(morfolin-4-il) -cromen-4-ona (LY294002, CAS
154447-36-6).

[00407] En aun otro aspecto, la presente invencion provee un método para tratar o
prevenir el cAncer administrando a un sujeto que lo necesita un conjugado de anticuerpo
farmaco de la presente invencidn en combinacién con uno 0 mas pro-apoptosis, que incluyen
pero no se limitan a, inhibidores de IAP, inhibidores de Bcl2, inhibidores de MCI1, agentes Trail,
inhibidores de Chk.

[00408] Por ejempilo, los inhibidores de IAP incluyen pero no se limitan a, LCL161, GDC-
0917, AEG-35156, AT406, y TL32711. Otros ejemplos de inhibidores de IAP incluyen pero no
se limitan a aquellos divulgados en WO04/005284, WO 04/007529, WO05/097791, WO
05/069894, WO 05/069888, WO 05/094818, US2006/0014700, US2006/0025347, WO
06/069063, WO 06/010118, WO 06/017295, y WO08/134679, todos los cuales se incorporan a
la presente como referencia.

[00409] Los inhibidores de BCL-2 incluyen pero no se limitan a, Venetoclax (también
conocido como GDC-0199, ABT-199, RG7601); 4-[4-[[2-(4-Clorofenil)-5,5-dimetil-1-ciclohexen-
1-il] metil]-1-piperazinil]-N-[[4-[[(1R)-3-(4-morfolinil) -1-[(feniltio)metil]propillamino]-3-
[(trifluorometil)sulfonil]fenil]sulfonillbenzamida (también conocido como ABT-263 y descripto en
la Publicacion por el PCT Nro. WO 09/155386); Tetrocarcina A; Antimicina; Gosipol ((-)BL-
193); Obatoclax; Etil-2-amino-6-ciclopentil-4-(1-ciano-2-etoxi-2-oxoetil) -4Hcromona-3-
carboxilato (HA14 — 1); Oblimersen (G3139, Genasense®); péptido Bak BH3; &cido acético
de (-)-Gosipol (AT-101); 4-[4-[(4'-Cloro[1,1'-bifenil]-2-il) metil]-1-piperazinil]-N-[[4-[[(1R)-3-
(dimetilamino)-1-[(feniltio)metil]propilJamino]-3-nitrofenil]sulfonil]-benzamida (ABT-737, CAS
852808-04-9); y Navitoclax (ABT-263, CAS 923564-51-6).

[00410] Los agonistas del receptor proapoptético (PARAS) que incluyen DR4 (TRAILR1)
y DR5 (TRAILR2), incluyen pero no se limitan a, Dulanermina (AMG-951, RhApo2L/TRAIL);
Mapatumumab (HRS-ETR1, CAS 658052-09-6); Lexatumumab (HGS-ETR2, CAS 845816-02-
6); Apomab (Apomab®); Conatumumab (AMG655, CAS 896731-82-1); y Tigatuzumab
(CS1008, CAS 946415-34-5, comercializado por Daiichi Sankyo).

[00411] Los inhibidores del punto de control de la quinasa (CHK) incluyen pero no se
limitan a, 7-Hidroxiestaurosporina (UCN-01); 6-Bromo-3-(1-metil-1H-pirazol-4-il) -5-(3R)-3-
piperidinil-pirazolo[1,5-a]pirimidin-7-amina (SCH900776, CAS 891494-63-6); acido 5-(3-
Fluorofenil)-3-ureidotiofeno-2-carboxilico N-[(S)-piperidin-3-il] amida (AZD7762, CAS 860352-
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01-8); 4-[((3S)-1-Azabiciclo[2.2.2]oct-3-il) amino]-3-(1H-benzimidazol-2-il) -6-cloroquinolin-
2(1H)-ona (CHIR 124, CAS 405168-58-3); 7-Aminodactinomicina (7-AAD), Isogranulatimida,
debromohimenialdisina; N-[5-Bromo-4-metil-2-[(2S)-2-morfoliniimetoxi]-fenil]-N'-(5-metil-2-
pirazinil) urea (LY2603618, CAS 911222-45-2); Sulforafano (CAS 4478-93-7, 4-Metilsulfinilbutil
isotiocianato); 9,10,11,12-Tetrahidro- 9,12-epoxi-1H-diindolo[1,2,3-fg:3",2",1'-kl]pirrolo[3,4-
i][1,6]benzodiazocina-1,3(2H)-diona (SB-218078, CAS 135897-06-2); y TAT-S216A
(YGRKKRRQRRRLYRSPAMPENL (SEQ ID NO: 282)), y CBP501 ((d-Bpa)sws(d-Phe-F5)(d-
Cha)rrrqrr).

[00412] En una forma de realizacion adicional, la presente invencién provee un método
para tratar o prevenir el cancer administrando a un sujeto que lo necesita un conjugado de
anticuerpo farmaco de la presente invencién en combinaciéon con uno o mas
inmunomoduladores (por ejemplo, uno o mas de: un activador de una molécula coestimuladora
o un inhibidor de una molécula del punto de control inmune).

[00413] En ciertas formas de realizacion, el inmunomodulador es un activador de una
molécula coestimuladora. En una forma de realizacién, el agonista de la molécula
coestimuladora se selecciona entre un agonista (por ejemplo, un anticuerpo agonista o
fragmento de union a antigeno del mismo, o una fusion soluble) de OX40, CD2, CD27, CDS,
ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278), 4-1BB (CD137), GITR, CD30, CD40, BAFFR,
HVEM, CD7, LIGHT, NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160, B7-H3, STING, o ligando CD83.
[00414] En ciertas formas de realizacion, el inmunomodulador es un inhibidor de una
molécula del punto de control inmune. En una forma de realizacién, el inmunomodulador es un
inhibidor de PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160,
2B4 y/o TGFR beta. En una forma de realizacion, el inhibidor de una molécula del punto de
control inmune inhibe PD-1, PD-L1, LAG-3, TIM-3 o CTLA4, o cualquier combinacion de las
mismas. El término “inhibiciéon” o “inhibidor” incluye una reduccién en un determinado
parametro, por ejemplo, una actividad, de una molécula dada, por ejemplo, un inhibidor del
punto de control inmune. Por ejemplo, este término incluye la inhibicion de una actividad, por
ejemplo, una actividad de PD-1 o PD-L1, de al menos 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% o mas.
Por lo tanto, la inhibicibn no necesita ser del 100%.

[00415] La inhibicién de una molécula inhibidora se puede realizar a nivel de ADN, ARN
o proteina. En algunas formas de realizacion, un &cido nucleico inhibitorio (por ejemplo, un
ARNds, ARNsi o ARNsh), puede usarse para inhibir la expresion de una molécula inhibidora.
En otras formas de realizacion, el inhibidor de una sefial inhibidora es un polipéptido, por

ejemplo, un ligando soluble (por ejemplo, PD-1-Ig o CTLA-4 Ig), o un anticuerpo o fragmento de
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union a antigeno del mismo, que se une a la molécula inhibidora; por ejemplo, un anticuerpo o
fragmento del mismo (también denominado en la presente " molécula de anticuerpo") que se
une a PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y/o
TGFR beta, 0 una combinacion de las mismas.

[00416] En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo es un anticuerpo
completo o fragmento del mismo (por ejemplo, un Fab, F(ab'),, Fv, o un fragmento Fv de
cadena Unica (scFv)). En aun otras formas de realizacién, la molécula de anticuerpo tiene una
region constante de cadena pesada (Fc) seleccionada entre, por ejemplo, las regiones
constantes de cadena pesada de 1gG1, IgG2, 19G3, 1gG4, IgM, IgAl, IgA2, IgD, e IgE;
particularmente, seleccionada entre, por ejemplo, las regiones constantes de cadena pesada
de 1gG1, IgG2, 1gG3, y IgG4, mas aun, la region constante de cadena pesada de IgG1 o IgG4
(por ejemplo, IgG1 o IgG4 humana). En una forma de realizacién, la region constante de
cadena pesada es IgG1 humana o IgG4 humana. En una forma de realizacion, la regién
constante se altera, por ejemplo, muta, para modificar las propiedades de la molécula de
anticuerpo (por ejemplo, para aumentar o disminuir uno o0 mas entre: union al receptor Fc,
glucosilacion del anticuerpo, nimero de residuos de cisteina, funcion de la célula efectora, o
funcién del complemento).

[00417] En ciertas formas de realizacion, la molécula de anticuerpo esta en forma de una
molécula de anticuerpo biespecifico o multiespecifico. En una forma de realizacién, la molécula
de anticuerpo biespecifico tiene una primera especificidad de unién hacia PD-1 o PD-L1 y una
segunda especificidad de unién, por ejemplo, una segunda especificidad de unién hacia TIM-3,
LAG-3, o PD-L2. En una forma de realizacién, la molécula de anticuerpo biespecifico se une a
PD-1 o0 PD-L1y TIM-3. En otra forma de realizacién, la molécula de anticuerpo biespecifico se
une a PD-1 o0 PD-L1 y LAG-3. En otra forma de realizacién, la molécula de anticuerpo
biespecifico se une a PD-1 y PD-L1. En aun otra forma de realizacién, la molécula de
anticuerpo biespecifico se une a PD-1y PD-L2. En otra forma de realizacion, la molécula de
anticuerpo biespecifico se une a TIM-3 y LAG-3. Cualquier combinacién de las moléculas
mencionadas anteriormente puede realizarse en una molécula de anticuerpo multiespecifico,
por ejemplo, un anticuerpo triespecifico que incluye una primera especificidad de uniéon a PD-1
o PD-1, y una segunda y tercera especificidades de unién hacia dos o mas de: TIM-3, LAG-3, 0
PD-L2.

[00418] En ciertas formas de realizacion, el inmunomodulador es un inhibidor de PD-1,
por ejemplo, PD-1 humana. En otra forma de realizacién, el inmunomodulador es un inhibidor

de PD-L1, por ejemplo, PD-L1 humana. En una forma de realizacion, el inhibidor de PD-1 o
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PD-L1 es una molécula de anticuerpo para PD-1 o PD-L1. El inhibidor de PD-1 o PD-L1 puede
administrarse solo, o en combinacion con otros inmunomoduladores, por ejemplo, en
combinacién con un inhibidor de LAG-3, TIM-3 0 CTLA4. En un ejemplo de forma de
realizacion, el inhibidor de PD-1 o PD-L1, por ejemplo, la molécula de anticuerpo anti-PD-1 o
PD-L1, se administra en combinacién con un inhibidor de LAG-3, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo anti-LAG-3. En otra forma de realizacién, el inhibidor de PD-1 o PD-L1, por ejemplo,
la molécula de anticuerpo anti-PD-1 o PD-L1, se administra en combinacién con un inhibidor de
TIM-3, por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-TIM-3. En aun otras formas de
realizacion, el inhibidor de PD-1 o PD-L1, por ejemplo, la molécula de anticuerpo anti-PD-1, se
administra en combinacién con un inhibidor de LAG-3, por ejemplo, una molécula de anticuerpo
anti-LAG-3, y un inhibidor de TIM-3, por ejemplo, una molécula de anticuerpo anti-TIM-3. Otras
combinaciones de inmunomoduladores con un inhibidor de PD-1 (por ejemplo, uno o mas de
PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y/o TGFR) también
caen dentro del alcance de la presente invencién. Cualquiera de las moléculas de anticuerpo
conocidas en la técnica o descriptas en la presente puede usarse en las combinaciones de
inhibidores de molécula de punto de control mencionadas anteriormente.

[00419] En una forma de realizacion, el inhibidor de PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1
seleccionado entre Nivolumab, Pembrolizumab o Pidilizumab. En algunas formas de
realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 es Nivolumab. Los nombres alternativos para Nivolumab
incluyen MDX- 1106, MDX-1106-04, ONO-4538, o BMS-936558. En algunas formas de
realizacion, el anticuerpo anti-PD- 1 es Nivolumab (Nimero de Registro CAS: 946414-94-4).
Nivolumab es un anticuerpo monoclonal IgG4 completamente humano que bloquea
especificamente PD1. Nivolumab (clon 5C4) y otros anticuerpos monoclonales humanos que
se unen especificamente a PD1 estan descriptos en la Patente Estadounidense Nro. 8,008,449
y en la Publicacién por el PCT Nro. WO2006/121168.

[00420] En otras formas de realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 es Pembrolizumab.
Pembrolizumab (Nombre comercial KEYTRUDA anteriormente Lambrolizumab,también
conocido como Merck 3745, MK-3475 o0 SCH-900475) es un anticuerpo monoclonal 1IgG4
humanizado que se une a PD1. Pembrolizumab esté descripto, por ejemplo, en Hamid, O. et
al. (2013) New England Journal of Medicine 369 (2): 134-44, Publicacion por el PCT Nro.
W02009/114335, y en la Patente Estadounidense Nro. 8,354,509.

[00421] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 es Pidilizumab.
Pidilizumab (CT-011; Cure Tech) es un anticuerpo monoclonal IgG1k humanizado que se une a

PD1. Pidilizumab y otros anticuerpos monoclonales anti-PD-1 humanizados estan descriptos
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en la Publicacion por el PCT Nro. WO2009/101611. Otros anticuerpos anti-PD1 estan
descriptos en la Patente Estadounidense Nro. 8,609,089, Publicacién de Patente
Estadounidense Nro. 2010028330, y/o Publicacion de Patente Estadounidense Nro.
20120114649. Otros anticuerpos anti-PD1 incluyen AMP 514 (Amplimmune).

[00422] En algunas formas de realizacion, el inhibidor de PD-1 es PDR0O01, también
conocido como spartalizumab, o cualquier otro anticuerpo anti-PD-1 descripto en
W02015/112900.

[00423] En algunas formas de realizacion, el inhibidor de PD-1 es una inmunoadhesina
(por ejemplo, una inmunoadhesina que comprende una porcién extracelular o de unién a PD-1
de PD-LI o PD-L2 fusionada a una regién constante (por ejemplo, una regién Fc de una
secuencia de inmunoglobulina). En algunas formas de realizacién, el inhibidor de PD-1 es
AMP-224.

[00424] En algunas formas de realizacion, el inhibidor de PD-LI es un anticuerpo anti-PD-
LI. En algunas formas de realizacién, el inhibidor anti-PD-LI se selecciona entre YW243.55.570,
MPDL3280A, MEDI-4736, 0 MDX-1105MSB-0010718C (también denominado A09-246-2)
descripto en, por ejemplo, WO 2013/0179174, y que tiene una secuencia divulgada en la
presente (0 una secuencia sustancialmente idéntica o similar a la misma, por ejemplo, una
secuencia al menos 85%, 90%, 95% idéntica o mas respecto de la secuencia especificada).
[00425] En una forma de realizacion, el inhibidor de PD-L1 es MDX-1105. MDX-1105,
también conocido como BMS-936559, es un anticuerpo anti-PD-LI descripto en la Publicacion
por el PCT Nro. WO2007/005874.

[00426] En una forma de realizacion, el inhibidor de PD-L1 es YW243.55.S70. El
anticuerpo YW243.55.S70 es un anti-PD-LI descripto en la Publicacion por el PCT Nro. WO
2010/077634 (secuencias de la region variable de cadena pesada y ligera de acuerdo con las
SEQ ID Nos. 20 y 21, respectivamente).

[00427] En una forma de realizacion, el inhibidor de PD-L1 es MDPL3280A
(Genentech/Roche). MDPL3280A es un anticuerpo monoclonal IgG1 optimizado para Fc
humano que se une a PD-L1. MDPL3280A y otros anticuerpos monoclonales humanos para
PD-L1 estan descriptos en la Patente Estadounidense Nro.: 7,943,743 y la Publicacion de
Patente Estadounidense Nro.: 20120039906.

[00428] En otras formas de realizacion, el inhibidor de PD-L2 es AMP-224. AMP-224 es
un receptor soluble de fusion de PD-L2 Fc que bloquea la interacciéon entre PD1 y B7-H1 (B7-
DClg; Amplimmune; por ejemplo, descripto en las Publicaciones por el PCT Nros.
W02010/027827 y WO2011/066342).
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[00429] En una forma de realizacion, el inhibidor de LAG-3 es una molécula de
anticuerpo anti-LAG-3. En una forma de realizacion, el inhibidor de LAG-3 es BMS-986016. En
una forma de realizacion, el inhibidor de LAG-3 es LAG525 o cualquier anticuerpo anti-LAG3
divulgado en WO2015/138920.

[00430] En una forma de realizacion, el inhibidor de TIM-3 es una molécula de
anticuerpo anti-TIM3. En una forma de realizacion, el inhibidor de TIM-3 es MBG453 0
cualquier anticuerpo anti-TIM3 descripto en W02015/117002.

Composiciones Farmacéuticas

[00431] Para preparar composiciones farmacéuticas o estériles que incluyen
inmunoconjugados, los inmunoconjugados de la invencién se mezclan con un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones pueden contener adicionalmente
uno o Mas agentes terapéuticos que son adecuados para tratar o prevenir un cancer que
expresa PMEL17 (incluyendo, pero no limitado a, melanoma subcutaneo, melanoma uveal,

carcinoma hepatocelular, y un cancer metastasico de los mismos).

[00432] Las formulaciones de agentes terapéuticos y de diagndstico se pueden preparar
mezclando con portadores, excipientes o estabilizadores fisiolégicamente aceptables en forma
de, por ejemplo, polvos liofilizados, suspensiones de particulas, soluciones acuosas, lociones o
suspensiones. (véase, por ejemplo, Hardman et al., Goodman and Gilman's The
Pharmacological Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, New York, N.Y., 2001; Gennaro,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams, and Wilkins, New
York, N.Y., 2000; Avis, et al. (eds.), Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications,
Marcel Dekker, NY, 1993; Lieberman, et al. (eds.), Pharmaceutical Dosage Forms: tablets,
Marcel Dekker, NY, 1990; Lieberman, et al. (eds.) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse
Systems, Marcel Dekker, NY, 1990; Weiner and Kotkoskie, Excipient Toxicity and Safety,
Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 2000).

[00433] La seleccion de un régimen de administracion para una terapéutica depende de
varios factores, que incluyen la tasa de recambio sérico o tisular de la entidad, el nivel de los
sintomas, la inmunogenicidad de la entidad y la accesibilidad de las células diana en la matriz
bioldgica. En ciertas formas de realizacion, un régimen de administracion maximiza la cantidad
de terapéutica administrada al paciente consistente con un nivel aceptable de efectos
secundarios. En consecuencia, la cantidad de entrega biolégica depende en parte de la entidad

en particular y la gravedad de la afeccion a tratar. Se encuentra disponible una guia para
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seleccionar las dosis apropiadas de anticuerpos, citocinas y moléculas pequefias (véase, por
ejemplo, Wawrzynczak, Antibody Therapy, Bios Scientific Pub. Ltd, Oxfordshire, UK, 1996;
Kresina (ed.), Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis, Marcel Dekker, New York, N.Y.,
1991; Bach (ed.), Monoclonal Antibodies and Peptide Therapy in Autoimmune Diseases, Marcel
Dekker, New York, N.Y., 1993; Baert et al., New Engl. J. Med. 348:601-608, 2003; Milgrom et
al., New Engl. J. Med. 341:1966-1973, 1999; Slamon et al., New Engl. J. Med. 344:783-792,
2001; Beniaminovitz et al., New Engl. J. Med. 342:613-619, 2000; Ghosh et al., New Engl. J.
Med. 348:24-32, 2003; Lipsky et al., New Engl. J. Med. 343:1594-1602, 2000).

[00434] El médico realiza la determinacion de la dosis apropiada, por ejemplo, aplicando
pardmetros o factores conocidos o presumidos en la técnica que afectan el tratamiento o la
prevencion o que se considera de antemano afectaran el tratamiento o la prevencion. En
general, la dosis comienza con una cantidad algo menor que la dosis 6ptima y luego se
incrementa en pequefios incrementos hasta que se logra el efecto deseado u 6ptimo en
relacién con cualquier efecto secundario negativo. Las medidas de diagnéstico importantes
incluyen aquellas de los sintomas de, por ejemplo, la inflamacién o el nivel de citocinas

inflamatorias producidas.

[00435] Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden variarse para obtener una
cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada
para un paciente, composicién y modo de administracion particulares, sin ser téxico para el
paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores
farmacocinéticos que incluyen la actividad de las composiciones especificas de la presente
invencion empleadas, o el éster, sal o amida de las mismas, la ruta de administracion, el tiempo
de administracion, la velocidad de excrecidn de compuesto particular empleado, la duracion del
tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con las
composiciones especificas empleadas, la edad, el sexo, el peso, la condicién, la salud general
y el historial médico previo del paciente que se esté tratando, y factores similares conocidos en

las artes médicas.

[00436] Las composiciones que comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos de
la invencion pueden proporcionarse por infusion continua, o por dosis a intervalos de, por
ejemplo, un dia, una semana, 0 1-7 veces por semana, una vez cada dos semanas, una vez
cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez cada cinco semanas, una vez cada

seis semanas, una vez cada siete semanas o una vez cada ocho semanas. Las dosis pueden
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administrarse por via intravenosa, subcutanea, tépica, oral, nasal, rectal, intramuscular,
intracerebral o por inhalacién. Un protocolo de dosis especifico es aquel que contempla la dosis

o frecuencia de dosis méxima que evita efectos secundarios indeseables significativos.

[00437] Para los inmunoconjugados de la invencion, la dosis administrada a un paciente
puede oscilar entre 0,0001 mg/kg y 100 mg/kg de peso corporal del paciente. La dosis puede
oscilar entre 0,0001 mg/kg y 30 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 20 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 10 mg/kg,
0,0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0,0001 y 2 mg/kg, 0,0001 y 1 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,75 mg/kg,
0,0001 mg/kg y 0,5 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,25 mg/kg, 0,0001 y 0,15 mg/kg, 0,0001 y 0,10
mg/kg, 0,001 y 0,5 mg/kg, 0,01 y 0,25 mg/kg o0 0,01 y 0,10 mg/kg de peso corporal del paciente.
La dosis de los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion puede calcularse
usando el peso del paciente en kilogramos (kg) multiplicado por la dosis a administrar en
mg/kg.

[00438] Las dosis de los inmunoconjugados de la invencién pueden repetirse y las
administraciones pueden estar separadas por menos de 1 dia, al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5
dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2 meses, 75 dias, 3 meses, 4 meses, 5 meses 0 al
menos 6 meses. En algunas formas de realizacién, los inmunoconjugados de la invencion
pueden administrarse dos veces por semana, una vez por semana, una vez cada dos
semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas 0 con menos frecuencia.
En una forma de realizacién especifica, las dosis de los inmunoconjugados de la invencion se

repiten cada 2 semanas.

[00439] Una cantidad efectiva para un paciente en particular puede variar segun factores
como la afeccion a tratar, la salud general del paciente, el método, la via y la dosis de
administracion y la gravedad de los efectos secundarios. (véase, por ejemplo, Maynard et al., A
Handbook of SOPs for Good Clinical Practice, Interpharm Press, Boca Raton, Fla., 1996; Dent,
Good Laboratory and Good Clinical Practice, Urch Publ., London, UK, 2001).

[00440] La via de administracion puede ser, por ejemplo, aplicacion topica o cutanea,
inyeccion o infusién por via subcuténea, intravenosa, intraperitoneal, intracerebral,
intramuscular, intraocular, intraarterial, intracerebrospinal, intralesional o mediante sistemas de
liberacion sostenida o un implante (véase, por ejemplo, Sidman et al., Biopolymers 22:547-556,
1983; Langer et al., J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277, 1981, Langer, Chem. Tech. 12:98-105,
1982; Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688-3692, 1985; Hwang et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:4030-4034, 1980; Patentes Estadounidenses Nros. 6,350,466 y 6,316,024).

Cuando sea necesario, la composicion también puede incluir un agente solubilizante o un
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anestésico local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccién, o ambos.
Ademas, la administracion pulmonar también puede emplearse, por ejemplo, mediante el uso
de un inhalador o nebulizador, y la formulacién con un agente de aerosolizacién. Véase, por
ejemplo, las Patentes Estadounidenses Nros. 6,019,968, 5,985,320, 5,985,309, 5,934,272,
5,874,064, 5,855,913, 5,290,540, y 4,880,078; y las Publicaciones por el PCT Nros. WO
92/19244, WO 97/32572, WO 97/44013, WO 98/31346, y WO 99/66903, cada una de las

cuales se incorpora por completo a la presente como referencia.

[00441] Una composicién de la presente invencidén también se puede administrar a
través de una o mas vias de administracion usando uno o mas de una variedad de métodos
conocidos en la técnica. Como lo advertira el experto en el arte, la via y/o el modo de
administracion variaran dependiendo de los resultados deseados. Las vias de administracion
seleccionadas para los inmunoconjugados de la invencion incluyen las vias de administraciéon
intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, espinal u otras vias
parenterales, por ejemplo, por inyeccion o infusion. La administracién parenteral puede
representar modos de administracion distintos de la administracion enteral y tépica,
generalmente mediante inyeccion, e incluye, sin limitacién, inyeccién e infusion intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular,
subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal. Alternativamente, una composicion de la
invencion se puede administrar a traveés de una ruta no parenteral, como una via de
administracién topica, epidérmica o mucosa, por ejemplo, intranasal, oral, vaginal, rectal,
sublingual o tépica. En una forma de realizacion, los inmunoconjugados de la invencién se
administran por infusion. En otra forma de realizacion, los inmunoconjugados de la invencién

se administran por via subcutanea.

[00442] Si los inmunoconjugados de la invencién se administran en un sistema de
liberacion controlada o de liberacién sostenida, se puede usar una bomba para lograr la
liberacion controlada o sostenida (véase Langer, supra; Sefton, CRC Crit. Ref Biomed. Eng.
14:20, 1987; Buchwald et al., Surgery 88:507, 1980; Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321:574,
1989). Se pueden utilizar materiales poliméricos para lograr la liberacion controlada o
sostenida de las terapias de la invencion (véase, por ejemplo, Medical Applications of
Controlled Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Fla., 1974; Controlled
Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball (eds.), Wiley, New

York, 1984; Ranger and Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61, 1983; véase
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ademds Levy et al., Science 228:190, 1985; During et al., Ann. Neurol. 25:351, 1989; Howard et
al., J. Neurosurg. 7 1:105, 1989; Patente Estadounidense Nro. 5,679,377; Patente
Estadounidense Nro. 5,916,597; Patente Estadounidense Nro. 5,912,015; Patente
Estadounidense Nro. 5,989,463; Patente Estadounidense Nro. 5,128,326; Publicacion por el
PCT Nro. WO 99/15154; y Publicacién por el PCT Nro. WO 99/20253. Los ejemplos de
polimeros usados en las formulaciones de liberacion sostenida incluyen, pero no se limitan a,
poli(2-hidroxi etil metacrilato), poli(metil metacrilato), acido (poli)acrilico, poli(etilen-co-vinil
acetato), acido (poli) metacrilico, poliglicélidos (PLG), polianhidridos, poli (N-vinil pirrolidona),
alcohol poli (vinilico), poliacrilamida, poli (etilenglicol), polilactidas (PLA), poli (lactida-co-
glicélidos) (PLGA) y poliortoésteres. En una forma de realizacién, el polimero utilizado en una
formulacion de liberacién sostenida es inerte, libre de impurezas lixiviables, estable en
almacenamiento, estéril y biodegradable. Se puede disponer un sistema de liberacién
controlada o sostenida cerca del objetivo profilactico o terapéutico, lo que requiere solo una
fraccion de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of
Controlled Release, supra, vol. 2, pp. 115-138, 1984).

[00443] Los sistemas de liberacién controlada estan analizados en la revisiéon de Langer,
Science 249:1527-1533, 1990). Cualquier técnica conocida por el experto en la técnica puede
usarse para producir formulaciones de liberacion sostenida que comprenden uno o mas
inmunoconjugados de la invencién. Véase, por ejemplo, Patente Estadounidense Nro.
4,526,938, Publicacién por el PCT WO 91/05548, Publicacion por el PCT WO 96/20698, Ning et
al., Radiotherapy & Oncology 39:179-189, 1996; Song et al., PDA Journal of Pharmaceutical
Science & Technology 50:372-397, 1995; Cleek et al., Pro. Int'l. Symp. Control. Rel. Bioact.
Mater. 24:853-854, 1997; y Lam et al., Proc. Int'l. Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24:759-760,

1997, cada uno de los cuales queda incorporado por completo a la presente como referencia.

[00444] En caso que los inmunoconjugados de la invencion sean administrados
tépicamente, se pueden formular en forma de una pomada, crema, parche transdérmico, locion,
gel, spray, aerosol, solucion, emulsion u otra forma conocida por el experto en la técnica.
Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences and Introduction to Pharmaceutical
Dosage Forms, 19th ed., Mack Pub. Co., Easton, Pa. (1995). Para las formas de dosificacién
topica no pulverizables, se emplean tipicamente formas viscosas a semisélidas o solidas que
comprenden un portador o0 uno 0 mas excipientes compatibles con la aplicacién tépica y que
tienen una viscosidad dinamica, en algunos casos, mayor que el agua. Las formulaciones

adecuadas incluyen, sin limitacion, soluciones, suspensiones, emulsiones, cremas, pomadas,
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polvos, linimentos, unguentos y similares, que, si se desea, se esterilizan o mezclan con
agentes auxiliares (por ejemplo, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes,
tampones o sales) para influir en diversas propiedades, como, por ejemplo, la presion osmética.
Otras formas de dosificacion topica adecuadas incluyen preparaciones de aerosol pulverizables
en donde el ingrediente activo, en algunos casos, en combinacion con un vehiculo inerte solido
o liquido, se envasa en una mezcla con un volatil presurizado (por ejemplo, un propelente
gaseoso, como el fredn) o en una botella comprimible. También se pueden agregar
humidificantes o humectantes a las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion si se

desea. Los ejemplos de tales ingredientes adicionales son bien conocidos en la técnica.

[00445] Si las composiciones que comprenden los inmunoconjugados se administran por
via intranasal, se pueden formular en forma de aerosol, spray, neblina o en forma de gotas. En
particular, los agentes profilacticos o terapéuticos para su uso de acuerdo con la presente
invencién pueden administrarse convenientemente bajo una forma de presentacion en aerosol
en envases presurizados o mediante un nebulizador, con el uso de un propelente adecuado
(por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de
carbono u otro gas adecuado). En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion
se puede determinar proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. Las
capsulas y cartuchos (compuestas, por ejemplo, de gelatina) para uso en un inhalador o
insuflador pueden formularse con una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo

adecuada tal como lactosa o almiddn.

[00446] Los métodos para la administracion conjunta o el tratamiento con un segundo
agente terapéutico, por ejemplo, una citocina, esteroide, agente quimioterapéutico, antibiético o
radiacion, son conocidos en la técnica. (véase, por ejemplo, Hardman et al., (eds.) (2001)
Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 10" ed., McGraw-Hill, New
York, N.Y.; Poole and Peterson (eds.) (2001) Pharmacotherapeutics for Advanced Practice:A
Practical Approach, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., Pa.; Chabner and Longo (eds.) (2001)
Cancer Chemotherapy and Biotherapy, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., Pa.). Una
cantidad efectiva de terapéutica puede disminuir los sintomas en al menos un 10%; en al

menos un 20%; al menos aproximadamente 30%; al menos 40% o al menos 50%.

[00447] Las terapias adicionales (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos), que
pueden administrarse en combinacion con los inmunoconjugados de la invencién, pueden
administrarse con menos de 5 minutos de diferencia, menos de 30 minutos de diferencia, 1

hora de diferencia, aproximadamente 1 hora de diferencia, con aproximadamente 1 a
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aproximadamente 2 horas de diferencia, con aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3
horas de diferencia, con aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas de diferencia,
con aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5 horas de diferencia, con
aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de diferencia, con aproximadamente 6
horas a aproximadamente 7 horas de diferencia, con aproximadamente 7 horas a
aproximadamente 8 horas de diferencia, con aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9
horas de diferencia, con aproximadamente 9 horas a aproximadamente 10 horas de diferencia,
con aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas de diferencia, con
aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas de diferencia, con aproximadamente
12 horas a 18 horas de diferencia, 18 horas a 24 horas de diferencia, 24 horas a 36 horas de
diferencia, 36 horas a 48 horas de diferencia, 48 horas a 52 horas de diferencia, 52 horas a 60
horas de diferencia, 60 horas a 72 horas de diferencia, 72 horas a 84 horas de diferencia, 84
horas a 96 horas de diferencia, 0 96 horas a 120 horas de diferencia respecto de los
inmunoconjugados de la invencién. Las dos o0 mas terapias pueden administrarse dentro de

una misma visita del paciente.

[00448] En ciertas formas de realizacion, los inmunoconjugados de la invencién pueden
formularse para garantizar una distribucion adecuada in vivo. Por ejemplo, la barrera
hematoencefalica (BBB) excluye muchos compuestos altamente hidréfilos. Para garantizar que
los compuestos terapéuticos de la invencién crucen la BBB (si se desea), pueden formularse,
por ejemplo, en liposomas. En cuanto a los métodos de preparacion de liposomas, véanse, por
ejemplo, Patentes Estadounidenses Nros. 4,522,811, 5,374,548; y 5,399,331. Los liposomas
pueden comprender uno o mas restos que se transportan selectivamente a células u érganos
especificos, mejorando asi la administracion dirigida del farmaco. (véase, por ejemplo, Ranade,
(1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685). Los ejemplos de restos de direccionamiento incluyen folato
0 biotina (véase, por ejemplo, Patente Estadounidense Nro. 5,416,016 a Low et al.); manésidos
(Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); anticuerpos (Bloeman et
al., (1995) FEBS Lett. 357:140; Owais et al., (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180);
receptor de proteina A tensioactivo (Briscoe et al., (1995) Am. J. Physiol. 1233:134); p 120
(Schreier et al., (1994) J. Biol. Chem. 269:9090); véase ademas K. Keinanen; M. L. Laukkanen
(1994) FEBS Lett. 346:123; J. J. Killion; I. J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.

[00449] La invencion provee protocolos para la administracién de la composicion
farmacéutica que comprende los inmunoconjugados de la invencion solos o en combinacién

con otras terapias a un sujeto que lo necesite. Las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o
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terapéuticos) de las terapias combinadas de la presente invencion pueden administrarse de
forma concomitante o secuencial a un sujeto. La terapia (por ejemplo, agentes profilacticos o
terapéuticos) de las terapias combinadas de la presente invencion también se puede
administrar ciclicamente. La terapia ciclica implica la administracién de una primera terapia (por
ejemplo, un primer agente profilctico o terapéutico) durante un periodo de tiempo, seguida de
la administracion de una segunda terapia (por ejemplo, un segundo agente profilactico o
terapéutico) durante un periodo de tiempo y repetir esta administracién secuencial, es decir, el
ciclo, con el fin de reducir el desarrollo de resistencia a una de las terapias (por ejemplo,
agentes) evitar o reducir los efectos secundarios de una de las terapias (por ejemplo, agentes),

y/lo mejorar la eficacia de las terapias.

[00450] Las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) de las terapias

de combinacién de la invencién pueden administrarse a un sujeto simultaneamente.

[00451] El término "concurrentemente" no se limita a la administracién de terapias (por
ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) exactamente al mismo tiempo, sino que significa
gue una composicion farmacéutica que comprende anticuerpos o fragmentos de la invencion se
administra a un sujeto siguiendo una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo tal que los
conjugados de anticuerpo farmaco de la invencion puedan actuar junto con la o las otras
terapias con el fin de proporcionar un beneficio mayor que si se administraran de otra manera.
Por ejemplo, cada terapia puede administrarse a un sujeto al mismo tiempo o secuencialmente
en cualquier orden en diferentes momentos; sin embargo, si no se administran al mismo
tiempo, deben administrarse lo suficientemente cerca en el tiempo para proporcionar el efecto
terapéutico o profilactico deseado. Cada terapia puede administrarse a un sujeto por separado,
en cualquier forma apropiada y por cualquier via adecuada. En diversas formas de realizacion,
las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) se administran a un sujeto con
menos de 5 minutos de diferencia, menos de 15 minutos de diferencia, menos de 30 minutos
de diferencia, menos de 1 hora de diferencia, con aproximadamente 1 hora de diferencia, con
aproximadamente 1 hora a aproximadamente 2 horas de diferencia, con aproximadamente 2
horas a aproximadamente 3 horas de diferencia, con aproximadamente 3 horas a
aproximadamente 4 horas de diferencia, con aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5
horas de diferencia, con aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de diferencia,
con aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas de diferencia, con
aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas de diferencia, con aproximadamente 8

horas a aproximadamente 9 horas de diferencia, con aproximadamente 9 horas a
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aproximadamente 10 horas de diferencia, con aproximadamente 10 horas a aproximadamente
11 horas de diferencia, con aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas de
diferencia, 24 horas de diferencia, 48 horas de diferencia, 72 horas de diferencia, 0 1 semana
de diferencia. En otras formas de realizacion, dos o mas terapias (por ejemplo, agentes

profilacticos o terapéuticos) se administran en una misma visita del paciente.

[00452] Los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas pueden
administrarse a un sujeto en la misma composicién farmacéutica. Alternativamente, los agentes
profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas pueden administrarse simultdneamente
a un sujeto en composiciones farmacéuticas separadas. Los agentes profilacticos o
terapéuticos pueden administrarse a un sujeto por las mismas o diferentes vias de
administracion. Los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas pueden
administrarse a un sujeto en la misma composicién farmacéutica. Alternativamente, los agentes
profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas pueden administrarse simultdneamente
a un sujeto en composiciones farmacéuticas separadas. Los agentes profilacticos o
terapéuticos pueden administrarse a un sujeto por las mismas o diferentes vias de

administracion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Sintesis de Ejemplos de Compuestos Enlazador-Farmaco

Ejemplo 1-1: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-22-
isopropil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-
1,19-dioxa-4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-
(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B1)
Paso 1: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-22-isopropil-
3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((hidroxihidrofosforil) oxi)-4-

metil-2-propionamidopentanoato (1-1):
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ImH, PCl,
TEA

ACN

[00453] Se disolvié imidazol (102 mg, 1,49 mmol, 15 equiv. ) en acetonitrilo (ACN) (1,4
mL) y se enfrié en un bafio de hielo (se observa la precipitacién de ImH y la mezcla se levanté
del bafio de hielo para solubilizar ImH adn en frio). Luego, se agrego tricloruro de fésforo (1.0
M en ACN) (499 ul, 0,499 mmol, 5 equiv.) por goteo (lo cual dio como resultado una suspension
blanca) y la mezcla fue agitada durante 10 min. Luego se agreg® trietilamina (250 pl, 1,796
mmol, 18 equiv.) y la mezcla se agité durante 40 min luego de lo cual se agreg6 (R)-1-
((35,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-22-isopropil-3-((R)-1-metoxietil) -
4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-4,7,10,13,16-
pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-hidroxi-4-metil-2-propionamidopentanoato
(A1) (100 mg, 0,100 mmol, 1,0 equiv., compuesto (A1) usando el método descripto en el
Ejemplo 3-1) en ACN (1,7 mL). La mezcla heterogénea anaranjada amarillenta se entibié a
temperatura ambiente y se agité durante un total de 60 minutos. La mezcla fue tratada con
agua (0,2 mL) y el material purificado por cromatografia instantanea en fase inversa (0-100%
ACN/Agua, Columna 18 40 gramos, fase movil neutra) y las fracciones de producto fueron
recogidas y liofilizadas para obtener el H-fosfonato (1-1) como un polvo blanco amarillento
amorfo. LCMS: MH+ = 1066,3, 0,78 min (Columna Acquity UPLC BEH C18 1,7um, 2-98% 2min
corrida con Agua/MeCN +0,1% NH4OH, método basico).

Paso 2: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-22-isopropil-
3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-
dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-

ureidopentanamido)bencil) oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B1):
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[00454] (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-22-isopropil-3-((R)-

1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((hidroxihidrofosforil) oxi)-4-
metil-2-propionamidopentanoato (1-1) (100 mg, 0,094 mmol, 1,0 equiv.) y (S)-2-((S)-2-(3-(2-
(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-N-(4-
(hidroximetil)fenil)-5-ureidopentanamida (108 mg, 0,188 mmol, 2,0 equiv., CAS# es 2055041-
37-5) (ambos polvos liofilizados fueron transferidos a un vial de 10 mL) y disueltos en piridina (4
mL). Luego, se agreg6 cloruro de pivaloilo (0,058 mL, 0,469 mmol, 5 equiv.) por goteo para
obtener una solucion amarillo claro. La mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 10
minutos y luego se agregaron 1,0 equiv. mas de cloruro de pivaloilo. Una solucion de yodo
recién preparada (47,6 mg, 0,188 mmol, 2,0 equiv.) en piridina-agua (14:1, 750 uL) fue
agregada para obtener una solucion clara de color marrén oscuro. La mezcla fue agitada
durante 25 minutos y purificada directamente por cromatografia instantanea de fase inversa
(columna C18 40 g, 0%Ac/MeCN 3 minutos, luego 0-60% ACN/Agua durante 15 minutos,
método neutro) para obtener (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-22-
isopropil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-
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1,19-dioxa-4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-
(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B-1).
HRMS; MH+ = 1638,7700, 2.84 min.

Ejemplo 1-2: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-
metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-2-acetamido-3-((((4-((S)-2-((S)-
2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-

ureidopentanamido)bencil) oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metilpentanoato (B2)

Paso 1: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-
metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-2-acetamido-3-

((hidroxihidrofosforil) oxi)-4-metilpentanoato (1-2):

S

ImH, PCl,
TEA
ACN
(A2)
[00455] Se disolvié imidazol (85 mg, 1,25 mmol, 15 equiv. ) en acetonitrilo (ACN) (2,5

mL) y se enfrié en un bafio de hielo (se observa la precipitacion de ImH y la mezcla se levanté
del bafio de hielo para solubilizar ImH aun en frio). Luego, se agreg® tricloruro de fosforo (36,4
pl disuelto en 0,5 mL MeCN, 0,417 mmol, 5 equiv.) por goteo (lo cual dio como resultado una
suspension blanca) y la mezcla fue agitada durante 10 min. Luego se agrego trietilamina (174
pl, 1,25 mmol, 15 equiv.) y la mezcla se agité durante 40 min luego de lo cual se agreg6 (R)-1-
((3S,6S,9S5,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16,22-
hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-4,7,10,13,16-
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pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-2-acetamido-3-hidroxi-4-metilpentanoato (A2)
(80 mg, 0,084 mmol, 1,0 equiv., compuesto (A2) usando el método descripto en el Ejemplo 3-2)
en ACN (1,7 mL). La mezcla heterogénea anaranjada amarillenta se entibio a temperatura
ambiente y se agitd durante un total de 30 minutos. La mezcla fue tratada con agua (1 mL) y el
material purificado por cromatografia instantanea en fase inversa (0-100% ACN/Agua, Columna
18 40 gramos, fase movil neutra) y las fracciones de producto fueron recogidas y liofilizadas
para obtener el H-fosfonato (1-2) como un polvo blanco amarillento amorfo. LCMS: MH+ =
1024,3, 0,78 min (Columna Acquity UPLC BEH C18 1,7um, 2-98% 2min corrida con
Agua/MeCN +0,1% NH4OH, método basico).

Paso 2: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-
metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-2-acetamido-3-((((4-((S)-2-((S)-
2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-

ureidopentanamido)bencil) oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metilpentanoato:

o)

o)

A,

n,, NH I (@) O

L NH
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(B2)
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[00456] (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-metoxietil)
-4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-4,7,10,13,16-
pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-2-acetamido-3-((hidroxihidrofosforil) oxi)-4-
metilpentanoato (1-2) (50 mg, 0,049 mmol, 1,0 equiv.) y (S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-diox0-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-
ureidopentanamida (CAS# 2055041-37-5) (33,7 mg, 0,059 mmol, 1,2 equiv.) (ambos polvos
liofilizados fueron transferidos a un vial de 10 mL) y disueltos en piridina (1 mL). Luego, se
agrego cloruro de pivaloilo (0,042 mL, 0,342 mmol, 7 equiv.) por goteo para obtener una
solucién amarillo claro. La mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Una solucion de yodo recién preparada (49,6 mg, 0,195 mmol, 4 equiv.) en piridina-agua (20:1,
500 uL) fue agregada para obtener una solucion clara de color marrén oscuro. La mezcla fue
agitada durante 30 minutos y purificada directamente por cromatografia instantanea de fase
inversa (columna C18 40 g, 0%Ac/MeCN 3 minutos, luego 0-70% ACN/Agua durante 15
minutos, método neutro) para obtener (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-
bencil-22-isopropil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-
heptaoxo-1,19-dioxa-4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-
2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B2).
HRMS; MH+ = 1595.7200, 2,25 min.

Ejemplo 1-3: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-
metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-
dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B3)
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[00457] El Compuesto (B3) puede obtenerse usando procedimientos similares a los

métodos descriptos en el Ejemplo 1-1, con la excepcién del paso 1 donde el compuesto (A3)
(del Ejemplo 3-3) se usa en lugar del compuesto (Al).

Ejemplo 1-4: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-22-
isopropil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-
1,19-dioxa-4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-
(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B4)

H,N™ ~O (B4)
[00458] El Compuesto (B4) se obtuvo usando procedimientos similares a los métodos

descriptos en el Ejemplo 1-1, con la excepcién del paso 2 donde (S)-2-((S)-2-(3-(2,5-dioxo-2,5-
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dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-metilbutanamido)-N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-
ureidopentanamida (CAS# 1949793-46-7) se uso en lugar de (S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-
ureidopentanamida (CAS# es 2055041-37-5). HRMS; MH+ = 1594.5400, 2,88 min.

Ejemplo 1-5: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-
metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-2-acetamido-3-((((4-((S)-2-((S)-
2-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metilpentanoato (B5)

HZNAO (B5)
[00459] El Compuesto (B5) puede obtenerse usando procedimientos similares a los
métodos descriptos en el Ejemplo 1-1, con la excepcién del paso 1 donde el compuesto (A2)
(del Ejemplo 3-2) se usé en lugar de compuesto (Al), y el paso 2 donde (S)-2-((S)-2-(3-(2,5-
dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-metilbutanamido)-N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-
ureidopentanamida (CAS# 1949793-46-7) se usa en lugar de (S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-
ureidopentanamida (CAS# es 2055041-37-5).

Ejemplo 1-6: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-
metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-(3-(2,5-
dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-metilbutanamido)-5-ureidopentanamido)bencil)
oxi)(hidroxi)fosforil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B6)
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[00460] El Compuesto (B6) puede obtenerse usando procedimientos similares a los

métodos descriptos en el Ejemplo 1-1, con la excepcién del paso 1 donde el compuesto (A3)
(del Ejemplo 3-3) se uso en lugar de compuesto (Al), y el paso 2 donde (S)-2-((S)-2-(3-(2,5-
dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-metilbutanamido)-N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-
ureidopentanamida (CAS# 1949793-46-7) se usa en lugar de (S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-
ureidopentanamida (CAS# es 2055041-37-5).

Ejemplo 1-7: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-22-
isopropil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-
1,19-dioxa-4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-
(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)carbonil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B7)
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[00461] El Compuesto (B7) puede obtenerse haciendo reaccionar cloroformato (1-3) con
(S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-
N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-ureidopentanamida (CAS# es 2055041-37-5). El cloroformato (1-3)

puede obtenerse haciendo reaccionar el Compuesto (Al) con fosgeno.

Ejemplo 1-8: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-
metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-2-acetamido-3-((((4-((S)-2-((S)-
2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)carbonil) oxi)-4-metilpentanoato (B8)
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[00462] El Compuesto (B8) puede obtenerse usando el método descripto en el Ejemplo

1-7, con la excepcion que el Compuesto (A2) se usa en lugar del Compuesto (Al).

Ejemplo 1-9: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-1-
metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-
dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)carbonil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B9)
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[00463] El Compuesto (B9) puede obtenerse usando el método descripto en el Ejemplo

1-7, con la excepcion que el Compuesto (A3) se usa en lugar del Compuesto (Al).

Ejemplo 1-10: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-22-
isopropil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-
1,19-dioxa-4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-
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(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)carbonil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B10)

HN S0 (B10)
[00464] El Compuesto (B10) puede obtenerse usando el método descripto en el Ejemplo
1-7, con la excepcion que (S)-2-((S)-2-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-
metilbutanamido)-N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-ureidopentanamida (CAS# 1949793-46-7) se usa
en lugar de (S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) etoxi)propanamido)-3-
metilbutanamido)-N-(4-(hidroximetil)fenil)-5-ureidopentanamida (CAS# es 2055041-37-5).

Ejemplo 1-11: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-
1-metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-2-acetamido-3-((((4-((S)-2-((S)-
2-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencil) oxi)carbonil) oxi)-4-metilpentanoato (B11)

HNS0 (B11)
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[00465] El Compuesto (B11) puede obtenerse usando el método descripto en el Ejemplo
1-10, con la excepcion que el Compuesto (A2) se usa en lugar del Compuesto (Al).

Ejemplo 1-12: Sintesis de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-bencil-3-((R)-
1-metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-
4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-((((4-((S)-2-((S)-2-(3-(2,5-
dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il) propanamido)-3-metilbutanamido)-5-ureidopentanamido)bencil)
oxi)carbonil) oxi)-4-metil-2-propionamidopentanoato (B12)

[e]
oL,
NH ‘ O

Fe RO R

HzN’J“o (B12)
[00466] El Compuesto (B12) puede obtenerse usando el método descripto en el Ejemplo
1-10, con la excepcion que el Compuesto (A3) se usa en lugar del Compuesto (Al).

Ejemplo 2: Generacién de anticuerpos anti-PMEL17

Ejemplo 2-1: Preparacion de lineas celulares que expresan PMEL17

[00467] Genes PMEL17 humano, de cinomolgo y rata de longitud completa se
sintetizaron en base a secuencias de aminoacidos de las bases de datos GenBank o Uniprot.

Todos los fragmentos de ADN sintetizados se clonaron en vectores de expresion apropiados.

[00468] Se generaron y se cultivaron lineas celulares estables que expresaban PMEL17
disefiadas bajo condiciones de seleccion apropiadas para producir lineas celulares que

expresan PMEL17 estable.

Ejemplo 2-2: Paneo de células enteras contra PMEL17

[00469] Las bibliotecas de fagémidos se basan en los conceptos HUCAL PLATINUM®
(Knappik et al., 2000) y Ylanthia (Tiller et al., 2013) y emplean la tecnologia CysDisplayTM para

mostrar el Fab en la superficie del fago (Lohning, 2001).
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[00470] Para paneo, se bloquearon aproximadamente 4x10' HUCAL PLATINUM® o
aproximadamente 1x10* Ylanthia® fago-anticuerpos en PBS/5% FCS. En paralelo, 0,5 - 1,0 x
107 células diana que expresan el antigeno PMEL17 y 0,5 - 1,0 x 107 células de adsorcién sin
expresion del antigeno PMEL17 por grupo de fagos se resuspendieron en 1 ml PBS/5% FCS
para bloguear en hielo. Las células objetivo bloqueadas se centrifugaron, se resuspendieron en
las particulas de fago prebloqueadas y se incubaron durante 2 h a 4°C en un rotador. Los
complejos de fagos-células se lavaron tres veces en PBS/FCS al 5%. La elucion del fago
especificamente unido de las células diana se realiz6 mediante elucién 4cida de 10 minutos
con glicina 0,1 M-HCI/0,5 M NaCl, pH 2,2. Después de la centrifugacion, el sobrenadante
(eluato) se neutralizé agregando Tris sin tampo6n 2 M. Para la eliminacion de la union del fago a
las moléculas de la superficie celular distintas del antigeno diana, se realiz6 una post-adsorcion
tres veces con 0,5 - 1,0 x 107 células de adsorcion cada una. El sobrenadante final se us6 para
la infeccion de 14 ml de cultivo de E. coli TG1 cultivado hasta una OD600 de 0,6 - 0,8. El cultivo
se incubd durante 45 minutos en un bafio de agua a 37 °C para la infeccion del fago. Los
sedimentos bacterianos se resuspendieron en medio 2xYT, se sembraron en placas de agar
LB/Cam y se incubaron a o/n a 30 °C. Las colonias se rasparon de las placas y se usaron para
rescate de fagos y amplificacién de fagos. Los fagos amplificados se usaron para la siguiente
ronda de paneo. La segunda y tercera ronda de paneo celular completo se realizé de acuerdo

con el protocolo de la primera ronda.

Ejemplo 2-3: Subclonacioén, expresién y cribado de fragmentos Fab

[00471] Para facilitar una rapida expresion de Fab soluble, los insertos que codifican Fab
del fago HUCAL PLATINUM® seleccionado se subclonaron a partir del vector de visualizacion
PMORPH®30 en el vector de expresion pMORPH®x11 FH. La subclonacién se realizé por
digestion triple a través de EcoRlI, Xbal y Bmtl. Después de la transformacién de E. coli TG1-F-,
la expresion del clon Unico y la preparacién de extractos periplasmicos que contienen fragmentos

HuCAL®-Fab se realizaron segun se ha descripto previamente (Rauchenberger et al., 2003).

[00472] Los insertos de codificacion Fab del fago Ylanthia® seleccionado se subclonaron
a partir del vector de visualizacion pYPdis10 en el vector de expresién pYBex10_Fab_FH. La
subclonacion se realizo por digestion triple a través de Xbal, EcoRI-HF y Pstl-HF. Después de la
transformacién de TGF1-F de E.coli se ejecuto la expresion del clon Unico y la preparacion de
extractos periplasmicos que contienen fragmentos Ylanthia®-Fab segin se ha descripto

previamente (Rauchenberger et al., 2003).
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[00473] La expresion de fragmentos Fab codificados por pMORPH®x11 Fab FH y
pYBex10_Fab_FH en células de E. coli TG1 F se llevé a cabo en cultivos en matraces de
agitacion usando 500 ml de medio 2xYT suplementado con glucosa al 0,1% y cloranfenicol 34
pg/ml. Los cultivos se agitaron a 30 °C hasta que la ODeo alcanzo un valor de 0,5. La expresion
de Fab se indujo mediante la adicion de IPTG (isopropil-R-D-tiogalactopiranosido) a una
concentracion final de 0,75 mM y se cultivd adicionalmente durante 20 h 30°C. Las células se
cosecharon y se sometieron a disrupcién usando lisozima. Los fragmentos Fab marcados con
His6 (SEQ ID NO: 267) se aislaron mediante IMAC (Bio-Rad, Alemania) y se eluyeron usando
imidazol. El intercambio de tampdn por 1x PBS de Dulbecco (pH 7,2) se realiz6 usando columnas
PD10 (GE Healthcare, Alemania). Las muestras se filtraron estériles (0,2 um). Las
concentraciones de proteinas se determinaron por espectrofotometria UV. La pureza de las
muestras se analizd en desnaturalizacién, reduciendo 15% SDS-PAGE. La homogeneidad de las
preparaciones de Fab se determind en estado nativo por cromatografia de exclusién por tamafio

(HP-SEC) con estandares de calibracion.

[00474] En el cribado de FACS, los Fabs purificados se titularon en una variedad de lineas
celulares que expresan PMEL17 y que no expresan PMEL17 (para control). Las células se
cosecharon usando Accutase, ajustado a razén de ~ 4x10° células/ml en tampén FACS (PBS,
3% FCS y 0,02% Na-Azida) y se mantuvieron en hielo para evitar la internalizacion. Se
transfirieron 15 pl de suspension celular/pocillo a placas de fondo en V de 384 pocillos (Greiner,
Cat # 781280) y se incubaron con 15 pl de Fab a diferentes concentraciones (en general entre
200 y 3,5x10-3nm) durante 1 hora a 4 °C, agitando suavemente. Después de la incubacion, las
células se lavaron tres veces con tampén FACS. Después de cada etapa de lavado, las células
se centrifugaron (250xg, 4 min, 4 °C) y se resuspendieron cuidadosamente. Se agregaron 15 pl
de anticuerpo de deteccién conjugado con PE (IgG antihumana de cabra conjugada con PE,
fragmento F(ab’)2 especifica, 1:150 en tampon FACS; Jackson Immuno Research, # 109-116-
097) o Alexa Fluor (IgG antihumana de cabra conjugada con flior Alexa, fragmento F (ab")2
especifica, 1: 150 en tampon FACS; Jackson Immuno Research, # 109-606-097) y las muestras
se incubaron durante 45 minutos a 1 hora en hielo en la oscuridad, agitando con suavidad.
Después de 3 etapas de lavado, las células se resuspendieron en 30 pl de tampdn FACS y las

muestras se midieron usando el dispositivo IntelliCyt HTFC.

[00475] Para verificar adicionalmente la especificidad de los anticuerpos identificados, el
antigeno se inmunocapturd del lisado celular y se us6é como material de recubrimiento para

cribados basados en ELISA. Las células que expresan PMEL17 y las células que no expresan
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PMEL17 (utilizadas como control negativo) se centrifugaron (250 g, 5 min) y se resuspendieron
en tampon de lisis (tampoén de lisis Tris MSD, Meso Scale Discovery, R60TX-2) conteniendo
inhibidores de proteasa (Coctel de inhibidores de proteasa completo sin EDTA, Roche, 11 873
580 001) de 1x107 a 1x108 células/ml y se incubaron 30 min a 4 °C. El lisado se centrifugé a
13000 rpm durante 5 minutos para descartar los restos celulares y el sobrenadante se dividioé en
alicuotas y se almacené a -80°C. Las pruebas preliminares demostraron que el lisado podia

congelarse y descongelarse 3 veces sin una gran pérdida de sefial en ELISA.

[00476] Con el fin de realizar el cribado ELISA, se recubrieron IgGs anti-His durante una
noche en una placa maxisorb de 384 pocillos (R&D Systems, MAB050, 10 pg/ml, 20 pl por
pocillo). Las placas se blogquearon con BSA al 3% y se transfirieron 20 pl de Fab purificado a
diferentes concentraciones (en general de 400 a 0,2 nM) a cada pocillo durante 1 hora. La placa
se lavo 3 veces y se agregaron 20 ul de PMEL17 conteniendo lisado celular a una concentracion
de 2x10° células lisadas/pocillo durante 1 hora. Después de 3 lavados adicionales, se reveld la
presencia de PMEL17 usando el anticuerpo herramienta PMEL17 biotinilado (5 pg/ml, 20 ul por
pocillo) y estreptavidina-ECL (Dianova, 13MSA37, 1: 1500, 20 pl por pocillo). Se agregaron 20 pl
por pocillo de buffer de lectura MSD 1X (Meso Scale Discovery, R92TC-2) a la placa y se
detectaron sefales a través del dispositivo MSD Sector Imager 6000.

Ejemplo 2-4: Conversion a 1gG

[00477] La conversion de los Fabs seleccionados en IgG se realiz6 mediante un método
basado en PCR en formato de 96 pocillos. Los vectores de expresion bacterianos de Fab
PMORPH®x11 FHy pYBex10 Fab FH se convirtieron en el vector de expresion de mamifero
IgG pMORPH®4 y pYMex10 (para los clones HUCAL e Ylanthia, respectivamente).

[00478] El ADN plasmidico pMORPHx11 FH se amplificé primero por PCR usando un
cebador biotinilado especifico para la region lider phoA y un cebador no biotinilado especifico
para el dominio bacteriano CL. El producto amplificado se capturd en perlas de estreptavidina,
se digirid con BsiWI o Hpal (para los clones VLkappa o VLIambda, respectivamente), se lavd y
luego se digiri6 nuevamente con Mfel. Este procedimiento dio como resultado la liberacion del
esqueleto purificado del vector en el sobrenadante, que ahora carece de la region de cadena
ligera constante (CL) bacteriana y del lider de cadena pesada de phoA. Luego se clon6 un casete
de expresion de pIN de mamifero especifico kappa o lambda en el esqueleto del vector portador
de la CL de mamifero, el sitio polyA, el promotor CMV y la secuencia lider de la cadena pesada

de mamifero. En un segundo paso de PCR, el inserto Fab recién generado se amplificd
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nuevamente usando un cebador biotinilado especifico para la region CH1 y un cebador no
biotinilado que se une dentro del lider bacteriano ompA. El producto de PCR se captur6 en perlas
de estreptavidina, se digiri6 con EcoRV, se lavé y se digirié con Blpl dando como resultado la
liberacion del inserto purificado en el sobrenadante. Los insertos finalmente se clonaron en el

vector aceptor Fab_Cys para la expresion en células de mamifero.

[00479] El ADN plasmidico pYBex10_Fab_FH se amplifico primero por PCR usando un
cebador biotinilado especifico para la region lider phoA y un cebador no biotinilado especifico
para el dominio bacteriano CL. El producto amplificado se capturd en perlas de estreptavidina,
se digirié con Nhel, se lavé y luego se digirié nuevamente con Kpnl. Este procedimiento dio como
resultado la liberacién del esqueleto purificado del vector en el sobrenadante, que ahora carece
de la regién de cadena ligera constante (CL) bacteriana y del lider de cadena pesada de phoA.
Luego se clond un casete de expresion de pIN de mamifero especifico kappa o lambda en el
esqueleto del vector portador de la CL de mamifero, el sitio polyA, el promotor CMV y la
secuencia lider de la cadena pesada de mamifero. En un segundo paso de PCR, el inserto Fab
recién generado se amplific6 nuevamente usando un cebador biotinilado especifico para la region
CH1 y un cebador no biotinilado que se une dentro del lider bacteriano ompA. El producto de
PCR se captur6 en perlas de estreptavidina, se digiri6 con Xhol, se lavo y se digiri6 con Ndel
dando como resultado la liberacion del inserto purificado en el sobrenadante. Los insertos

finalmente se clonaron en el vector aceptor Fab_Cys para la expresion en células de mamifero.

[00480] Después de la transformacion de células azules E. coli XL-1, los clones
individuales se controlaron mediante PCR de colonias y secuenciacion de toda la region de

insercion.
Ejemplo 2-5: Cribado confirmatorio de IgG humana

[00481] Las preparaciones de ADN de las colonias individuales se obtuvieron usando un
kit de preparacion de ADN apropiado en combinacién con el dispositivo BioRobot®8000. Las
concentraciones individuales de ADN se determinaron por espectrofotometria UV. Las células
eucariotas HEK293 c18 (ATCC # CRL-10852) se usaron en un sistema de expresion de 96
pocillos para la generacion de sobrenadantes de cultivo celular acondicionado conteniendo 1gG
de longitud completa. Las células eucariotas HEK293 c18 se sembraron en una placa de fondo
plano de 96 pocillos a una densidad de ~ 4x10* células/50 pl/pocillo el dia anterior y se
transfectaron con cantidades iguales de ADN del vector de expresion de Ig. Luego de la

incubacién durante 40-50 h a 37 °C y 6% de CO2, los sobrenadantes del cultivo se transfirieron
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a una placa de fondo en U de 96 pocillos y se eliminaron por centrifugacion. Los sobrenadantes
de Ig resultantes fueron testeados mediante un ELISA de captura anti-Fd para el calculo de la
concentracion de Ig en referencia a estdndares conocidos y se almacenaron a -20 °C para su
uso posterior en ensayos de deteccion de especificidad y/o funcionales.

[00482] El ADN de los clones de interés se sometido a secuenciacion con el cebador
CMV_HC for (CTC TAG CGC CAC CAT GAA ACA (SEQ ID NO: 264)) para el dominio VH y
IgG_const_for (AGC CCA GCA ACA CCA AGG (SEQ ID NO: 265)) para el dominio Fc seguido
de secuenciacion de cadena ligera con cebador promotor T7 (TAA TAC GAC TCA CTATAG GG

(SEQ ID NO: 266)) para obtener informacién completa de la secuencia de 1gG.

[00483] El cribado FACS se realizé en el formato de placa de 384 pocillos utilizando la
plataforma de cribado HTFC de IntelliCyt. Las células se cosecharon usando Accutase, se
ajustaron a ~4x10% células/ml en tampén FACS (PBS, 3% FCS y 0,02% Na-Azida) y se
mantuvieron en hielo para evitar la internalizacion. Se transfirieron 15 pl de suspension
celular/pocillo a placas de fondo en V de 384 pocillos (Greiner, Cat # 781280) y se incubaron con
15 pl de sobrenadante conteniendo IgG (o anticuerpos de control purificados diluidos) durante 1
hora a 4 °C, agitando suavemente. Después de la incubacion, las células se lavaron tres veces
con tampon FACS. Después de cada etapa de lavado, las células se centrifugaron (250xg, 4 min,
4°C) y se resuspendieron cuidadosamente. Se agregaron 15 pl de anticuerpo de deteccién
conjugado a PE (IgG antihumana de cabra conjugada a PE, fragmento F(ab")2 especifica, 1:150
en tampoén FACS; Jackson Immuno Research, # 109-116-097) y las muestras fueron incubadas
durante 45 minutos a 1 hora en hielo en la oscuridad, agitando suavemente. Después de 3 pasos
de lavado, las células se resuspendieron en 30 pl de tampén FACS y las muestras se midieron

usando el dispositivo IntelliCyt HTFC.

Ejemplo 2-6: Produccion de IgG humana y Fab_Cys humano

[00484] Las células eucariotas HKB11 se transfectaron con ADN de vector de expresion
PMORPH®4 o pYMex10 que codifica tanto cadenas pesadas como ligeras de IgG. El
sobrenadante del cultivo celular se recogié el dia 3 o 7 después de la transfeccion. El
sobrenadante del cultivo celular se sometié a cromatografia de afinidad de Proteina A estandar
(MabSelect SURE, GE Healthcare) y Capture Select 1IgG-CH1 (BAC) para IgG humana y
Fab_Cys humano, respectivamente. Salvo indicacién en contrario, el intercambio de tampén se
realiz6 por 1x PBS de Dulbcecco (pH 7,2, Invitrogen) y las muestras se filtraron estériles (tamafio

de poro de 0,2 um). La pureza de IgG se analiz6 en condiciones desnaturalizantes, de reduccién
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y no reduccion utilizando un sistema Labchip (GXII, Perkin Elmer, USA) o en SDS-PAGE. Las
concentraciones de proteinas se determinaron por espectrofotometria UV y se ejecutdé HP-SEC
para analizar las preparaciones de IgG en estado nativo.

Ejemplo 2-7: Produccion de anticuerpos anti-PMEL17 G1y G4
[00485] Para la primera ronda de paneo, se bloquearon aproximadamente 4x10*® de fago

HuCAL PLATINUM® con PBS/5% FBS. En paralelo, 1,0 x 107 células diana que expresan el
antigeno PMEL17 y 1,5-3,0 x 107 células de adsorcién sin expresion del antigeno PMEL17 por
grupo de fagos se resuspendieron en 1 ml de PBS/FCS al 5% para bloqueo en hielo. Para
preaclarar la unién no especifica, los fagos se incubaron con 0,5 x 107 células de adsorcién sin
expresion del antigeno PMEL17 por grupo de fagos durante 30 minutos en hielo. Después de la
incubacién, las células se sedimentaron por centrifugacion y el sobrenadante se agregé a una
muestra nueva de células de adsorcién con 0,5 x 107 sin expresion del antigeno PMEL17. Se
aplicaron las mismas condiciones de incubacion y la preabsorcién se volvié a aplicar a una
muestra nueva de 0,5 x 107 células de adsorcion sin expresion del antigeno PMEL17 para un
total de tres rondas de preabsorcién. Después de la preabsorcion final, se afiadié el sobrenadante
a 1,0 x 107 células diana que expresan el antigeno PMEL17 y se incubaron en hielo durante 2
horas con mezcla ocasional. Los complejos de fagos-células se lavaron tres veces en PBS/FCS
al 5%. La elucion del fago especificamente unido de las células diana se realizé mediante elucion
acida de 10 minutos con glicina-HCI 0,1M/NacCl 0,5M, pH 2,5. Después de la centrifugacion, el
sobrenadante (eluato) se neutralizé mediante la adicién de Tris sin tampén 2 M y este eluato se
uso para infectar 14 ml de cultivo de E. coli TG1 F' hasta una OD600 de 0,6-0,8. El cultivo se
incub6 durante 20 minutos a 37°C y luego durante 25 minutos mas a 37°C con agitacion a 200
rpm para la infeccion del fago. Los sedimentos bacterianos se resuspendieron en medio 2xYT,
se colocaron en placas de agar LB/cloroanfenicol y se incubaron durante la noche a 30°C. Las
colonias se rasparon de las placas y se usaron para rescate de fagos y amplificacion de fagos.
Los fagos amplificados se usaron para la siguiente ronda de paneo. La segunda y tercera ronda
de paneo se realizaron de manera similar con la excepcién que solo se us6 aproximadamente
1x10*2 fago HUCAL para reducir el fondo y mejorar la efectividad del pre-aclaramiento. Después
de la ronda final de paneo, se prepard6 ADN plasmidico a partir de cada salida de fago y los
insertos conteniendo Fab se clonaron en un vector de expresion bacteriano. Después de la
ligadura y transformacion, las colonias individuales se recogieron en 2XT/cloranfenicol y se
cultivaron. La expresion de Fab se indujo mediante la adicion de IPTG 0,25 mM en cultivos
ejecutados durante la noche en placas de microtitulacion de 96 pocillos a 25°C. Los sedimentos

celulares se lisaron con lisozima al 0,1% en PBS y luego se bloguearon mediante la adicion de
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BSA a una concentracion final del 1%. La tincion de FACS se realiz6 en células de expresion y
control de PMEL17.

Ejemplo 2-8: Afinidades aparentes de los anticuerpos anti-PMEL17
[00486] Las IgG purificadas se titularon en una variedad de lineas celulares que expresan

PMEL17 y que no expresan PMELL17 (para control) con el fin de determinar los valores de EC50.
Las células se cosecharon usando Accutase, se ajustaron a ~ 4x108 células/ml en tampén FACS
(PBS, 3% FCS y 0,02% Na-Azida) y se mantuvieron en hielo para evitar la internalizacion. Se
transfirieron 15 ul de suspensién celular/pocillo a placas de fondo en V de 384 pocillos (Greiner,
Cat # 781280) y se incubaron con 15 pul de 1gG a diferentes concentraciones (en general de 200
a 3,5x10° nM) durante 1 hora a 4°C, agitando suavemente. Después de la incubacion, las células
se lavaron tres veces con tampon FACS. Después de cada etapa de lavado, las células se
centrifugaron (250xg, 5 min, 4°C) y se resuspendieron cuidadosamente. Se agregaron 15 pl de
anticuerpo de deteccion conjugado a PE (IgG antihumana de cabra conjugada a PE, fragmento
F(ab")2 especifico, 1:150 en tampdn FACS; Jackson Immuno Research, # 109-116-097) o Alexa
Fluor (IgG antihumana de cabra conjugada con flior Alexa, fragmento F(ab")2 especifica, 1:150
en tampon FACS; Jackson Immuno Research, # 109-606-097) y las muestras se incubaron
durante 45 minutos a 1 hora en hielo en la oscuridad, agitando con suavidad. Después de 3
etapas de lavado, las células se resuspendieron en 30 ul de tampén FACS y las muestras se
midieron usando el dispositivo IntelliCyt HTFC. Los valores de EC50 se calcularon usando el
software Graphpad Prism. La linea celular de melanoma G-361 expresa PMEL17 humano en un
nivel inferior en comparacién con la linea celular que sobreexpresa PMEL17 HKB11 humana, y
por lo tanto permite una clasificacibn mas precisa de los clones dependiendo de su afinidad
aparente en las células. Segun lo ilustrado en la Tabla 3, se alcanz6 una variedad de EC50 que

oscila entre ~ 200 pM y ~ 70nM.

Tabla 3. Afinidades aparentes (FACS EC50 (nM)) y reactividad cruzada de anticuerpos anti-

PMEL17.
Perfil inter
HKB11- | HKB11- | B16-F10 especies
G- | G-361 cyno rata (ratén) | UACC-62 | (basado en la
361 | (Alexa (PE) deteccion del
(PE) | Fluor) (FAlleXf; (FAlleX?; (Alexa anticuerpo
uor uor
Fluor) con C14)
Y101341 0,4 2,6 1,8 1,2 Negativo h/c/r/m
Y010906 - 2,0 2,0 21,7 139,8 Negativo h/c/r/m
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Y010900 - 1,3 1,2 9,3 >100 Negativo h/c/rim
Y010355 0,5 3,9 0,8 0,8 Negativo h/c/rim
Y010356 1,6 45 1,4 1,4 Negativo h/c/r/m
Y010429 2,5 10,7 1,5 60,2 Negativo h/c/r
MOR024354 - 1,7 2,1 2,4 >100 Negativo h/c/r
Y010415 0,3 54 0,4 >100 Negativo hicir
Y010903 - 3,2 2,0 5,6 927,5 Negativo h/c/(m)
Y010910 - 10,0 3,5 13,7 41,1 Negativo h/c/(m)
MORO024353 - 62,8 1.6 7,5 >100 Negativo h/c
Y010417 2,8 6,3 >100 >100 Negativo h/c

Ejemplo 2-9: Reactividad cruzada de anticuerpos anti-PMEL17

[00487] La especificidad cruzada de las IgG se evalué por Clasificacion de células activada
por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés) en G-361 (melanoma humano), PMEL17
HKB11-cyno, PMEL17HKB11-rata y B16-F10 (melanoma que expresa PMEL17 de ratén) (Tabla
3). La prueba en G-361 se realiz6 usando un anticuerpo de deteccion marcado para PE.
Contrariamente, un anticuerpo de detecciébn marcado con Alexa-Fluor debi6 usarse para evaluar

a los candidatos en las otras lineas celulares para alcanzar sefiales detectables.

[00488] Las IgG se clasificaron en varios grupos de epitopos de acuerdo con sus perfiles
de especificidad cruzada. Sin embargo, los diversos perfiles de reactividad cruzada de las 1gG
sugieren que se dirigen a por lo menos 4 epitopos (humano/cinomolgo/rata/raton,

humano/cinomolgo/rata, humano/cinomolgo/ratén y humano/cinomolgo).

Ejemplo 2-10: Ensayos de ADC
[00489] Las IgG se probaron en respuesta a la dosis en cuanto a su capacidad para

internalizar e inducir la muerte de varias células que expresan PMEL17 tanto en un ensayo de

ADC con evaluacién econémica como después de la conjugacion directa.

[00490] Para el ensayo de ADC con evaluacion econémica, se us6 el compuesto Fab-

ZAP (acoplado a anti-hu-mAb-saporina de cabra; ATS Biotechnology, Cat # IT-51) que se une
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especificamente a un Fc humano y se acopla a un elemento de citotoxina, la saporina. Las células
se cosecharon usando Accutase y se ajustaron a 5x10* células/ml. Se transfirieron 50 ul de la
suspension celular por pocillo a una placa blanca de fondo transparente plano de 96 pocillos
(Corning, 3610) y se incub6 durante la noche a 37°C, 5% de CO2. Al dia siguiente, los candidatos
de anticuerpos se incubaron a diferentes concentraciones (en general de 44 a 7 x 10° nM) con
el compuesto Fab-ZAP a 8 nM durante 30 minutos a 37°C. Luego se agregaron 50 pl por pocillo
de los complejos IgG - Fab-ZAP a las células diana. Para los controles, se prepararon pocillos
con células solamente, células incubadas solo con IgG candidatas (= control de viabilidad al
100%) y células incubadas solo con Fab ZAP (para verificar la muerte inespecifica del reactivo
secundario). La concentracion final de IgG fue de 22 a 3,5 x 10° nM y Fab-ZAP 4 nM. Las placas
se incubaron durante 72 h a 37°C y 5% de CO2. La cantidad de células viables se evalu6é usando
CellTiter-Glo (Promega # G7571) y la luminiscencia detectada con el dispositivo Tecan Infinite

500. La viabilidad se normaliz6 luego al control de células + IgG solamente.

[00491] Casi todas las IgG fueron capaces de matar eficazmente el melanoma G-361 (>
80% de muerte maxima) y mostraron una muerte limitada en las células 293T que no expresan
PMEL17 (<30% de muerte maxima). La eliminacién de G-361 también se logré con un rango de
EC50 que puede estar relacionado con la afinidad o el epitopo. La especificidad cruzada también
podria confirmarse para la mayoria de las IgG reactivas a humano/cinomolgo/rata/raton,
humano/cinomolgo/rata y humano/cinomolgo/raton, es decir, las IgG especificas para PMEL17
de raton también podrian matar B16-F10 (melanoma de ratén).

Ejemplo 2-11: Disefio de anticuerpos anti-PMEL17

[00492] En general, todos los procesos de ingenieria se realizaron utilizando estrategias
basadas en PCR. Los procesos de ingenieria involucraron los siguientes aspectos: mutaciones
de linea germinal, eliminacion de sitios PTM, ingenieria de pl y optimizacion de codones.
Después de la sintesis y el ensamblaje por PCR de extensién solapada, los fragmentos
redisefiados de VH y VL se subclonaron en los esqueletos de vectores apropiados para las

expresiones de IgG posteriores.
Ejemplo 3: Sintesis de los Compuestos A1-A3

Ejemplo 3-1: Proceso de aislamiento de (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-18-
bencil-22-isopropil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16-pentametil-15-metilen-
2,5,8,11,14,17,20-heptaoxo-1,19-dioxa-4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-
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metilpropil (2S,3R)-3-hidroxi-4-metil-2-propionamidopentanoato (A1) a partir de hojas
secas de Ardisia crenata

(A1)

[00493] El Compuesto Al fue aislado en base a los métodos descriptos en la Publicacion
de Patente Japonesa Nro. JP62283999. Paso 1: Extraccion: 25 kg de hojas secas de Ardisia
crenata se molieron en polvo fino y se extrajeron con 500 L de metanol. Después de la
filtracién, el extracto se evaporé a sequedad. El residuo fue disuelto en 100 L de acetato de
etilo y se extrajo cinco veces con 100 L de agua desionizada (se agrego cloruro de sodio para
mejorar la separacién de fases. La capa organica fue evaporada a sequedad. El residuo fue
disuelto en 50 L acetonitrilo/agua (9/1) y se extrajo con 50 L de heptano. La capa de
acetonitrilo/agua fue evaporada hasta que quedd solamente agua. Luego se extrajo con 50 L
de acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se evapor6 a sequedad obteniéndose 109 g de

extracto crudo.

[00494] Paso 2: Desgrasado: El extracto crudo fue disuelto en 25 L acetonitrilo/agua
(9/1) y extraido tres veces con 25 L de heptano. La capa de acetonitrilo/agua se evapor6 hasta
guedar solamente agua. Esto luego fue extraido con 25 L de acetato de etilo. La capa de
acetato de etilo se evapor6 a sequedad obteniéndose 40 g de extracto crudo.

[00495] Paso 3: Cromatografia instantanea: El extracto crudo fue disuelto en
acetona/metanol (1/1), adsorbido sobre 100 g de Isolute (tierra diatomacea) y se evaporo6 a
sequedad. Se ejecutd una cromatografia instantanea en gel de silice con un sistema disolvente
ternario con ciclohexano (eluyente A), acetato de etilo (eluyente B) y metanol (eluyente C)
(detalles experimentales: columna: RediSep Rf 120 g; velocidad de flujo: 85 mL/min; gradiente:
Omin:75% A, 25% B, 0% C; 3min: 75% A, 25 % B, 0 % C; 10 min: 0 % A, 100 % B, 0 % C;
17,5 min: 0% A, 90% B 10 % C; 25 min: 0 % A, 50 % B, 50 % C; 30 min: 0 % A, 50 % B, 50 %

C; los diferentes segmentos del gradiente estan conectados por cambios lineales a lo largo del
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tiempo). Se realizaron cuatro corridas con 10 g de extracto cada una. Se aplicé fraccionamiento
basado en el tiempo y las fracciones recogidas se analizaron mediante UPLC-UV-MS para
detectar la presencia del Compuesto (Al). Las fracciones que contenian el Compuesto (Al) se
agruparon y se evaporo a sequedad lo cual dio como resultado una fraccién de 25 g.

[00496] Paso 4: Cromatografia de exclusion por tamafio (SEC): La fraccion de 25 g fue
disuelta en 400 mL de metanol y fraccionada adicionalmente por SEC en una columna (longitud
25 cm, diametro 12,5 cm) empaquetada con Sephadex LH20 y metanol como eluyente. Las
fracciones de 200 mL fueron respectivamente recogidas y las fracciones recogidas fueron
analizadas por UPLC-UV-MS para determinar la presencia del Compuesto (Al). Las fracciones
conteniendo el Compuesto (Al) se agruparon y se evapor6 a sequedad lo cual dio como

resultado una fraccion enriquecida de 6,2 g.

[00497] Paso 5: Primera HPLC preparativa: La fraccidén enriquecida de 6,2 g fue disuelta
en 12 mL metanol/dimetilsulféxido (1/1) y se fraccion6 adicionalmente por HPLC preparativa
(detalles experimentales: columna: Sunfire C18, 30 x 150mm, 5um tamafio de particula;
eluyente A: agua desionizada con 0,1 % &cido férmico, eluyente B: metanol con 0,1 % acido
férmico; velocidad de flujo 60 mL/min; gradiente: 0 min: 35 % A, 65 % B; 0,5 min: 35 % A, 65 %
B; 17 min: 15 % A, 85 % B; 15,0 min: 0 % A, 100 % B; 19 min: 0 % A, 100 % B; 19,1 min: 35 %
A, 65 % B; 20 min: 35 % A, 65 % B; los diferentes segmentos del gradiente estan conectados
por cambios lineales a lo largo del tiempo). El fraccionamiento se disparé por espectrometria de
masas. Se ejecutaron 15 corridas con 410 mg de fracciéon enriquecida cada una. Las fracciones
conteniendo el Compuesto (Al) se agruparon y se evaporé a sequedad lo cual dio como
resultado una fracciéon semi-pura de 488 mg con un contenido estimado de 70 % Compuesto
(A).

[00498] Paso 6: Segunda HPLC preparativa: La fraccion semi pura de 488 mg fue
disuelta en 4 mL metanol y se fraccion6 adicionalmente por HPLC preparativa (detalles
experimentales: columna: X-Select PFP, 19 x 250mm, 5um tamafio de particula; eluyente A:
agua desionizada con 0,1 % acido férmico, eluyente B: acetonitrilo con 0,1 % acido férmico;
velocidad de flujo 30 mL/min; gradiente: 0 min: 45 % A, 55 % B; 0,5 min: 45 % A, 55 % B; 24
min: 25 % A, 75 % B; 24,0 min: 0 % A, 100 % B; 27,5 min: 0 % A, 100 % B; 27,6 min: 45 % A,
55 % B; 30,5 min: 45 % A, 55 % B; los diferentes segmentos del gradiente estan conectados
por cambios lineales a lo largo del tiempo). El fraccionamiento se dispard por espectrometria de

masas. Se ejecutaron cinco corridas con 98 mg de fraccién semi-pura cada una. Las fracciones
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conteniendo el Compuesto (Al) se agruparon y se evaporé a sequedad lo cual dio como
resultado 287 mg de Compuesto (A1) con una pureza > 95 %.

[00499] Compuesto (Al): Tiempo de retencion: 4,73 min, férmula molecular [M+H]+:
C49H76N7015+, masa monoisotdpica calculada [M+H]+: 1002.5394 Da, masa observada:
1002.5391 Da. Detalles experimentales: columna: ACQUITY UPLC BEH C18, 2,1 x 100mm,
1,7um tamafio de particula; eluyente A: agua desionizada con 0,1 % &cido férmico, eluyente B:
acetonitrilo con 0,1 % acido férmico; velocidad de flujo 0,9 mL/min; gradiente lineal: 0 min: 95 %
A, 5% B a6,4min: 0% A, 100 % B. *H NMR (600 MHz, Acetonitrilo-ds) & 8,36 (d, J = 9,4 Hz,
1H), 7,50 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 7,38 — 7,22 (m, 6H), 6,94 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 6,77 (d, J = 9,9 Hz,
1H), 5,39 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,34 (dd, J = 8,8, 3,8 Hz, 1H), 5,31 — 5,25 (m, 2H), 5,21 — 5,15 (m,
2H), 5,11 (dd, J =9,9, 1,9 Hz, 1H), 4,90 — 4,84 (m, 1H), 4,70 (q, J = 6,9 Hz, 1H), 4,39 (dd, J =
7,7, 2,1 Hz, 1H), 4,10 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 3,82 — 3,74 (m, 1H), 3,60 (ddd, J = 9,8, 4,4, 2,0 Hz,
1H), 3,38 (s, 3H), 3,23 (s, 3H), 3,16 — 3,11 (m, 1H), 2,94 — 2,85 (m, 1H), 2,84 (s, 3H), 2,66 (s,
3H), 2,55 - 2,43 (m, 2H), 2,16 (s, 3H), 1,96 — 1,90 (m, 1H), 1,89 — 1,74 (m, 2H), 1,37 (d, I =7,0
Hz, 3H), 1,32 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 1,19 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 1,17 (d, J = 6,0 Hz, 3H), 1,12 (d, J =
7,7 Hz, 3H), 1,06 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 0,96 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,88 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,85 (d,
J=7,0Hz, 3H), 0,77 (d, J = 6,5 Hz, 3H).

Ejemplo 3-2: Proceso de generacion para (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-
18-bencil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-
heptaoxo-1,19-dioxa-4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-2-
acetamido-3-hidroxi-4-metilpentanoato (A2)

e
L

> NH

H J);
(A2)

El Compuesto (A2) se obtuvo usando los métodos descriptos en [M. Taniguchi et al.,
Tetrahedron 59 (2003) 4533-4538]. El aislamiento se realizé usando los métodos descriptos
para el Compuesto (Al) en el Ejemplo 3-1 Luego el material fue caracterizado por UPLC-UV-
HRMS, experimentos 1D-NMR- y 2D-NMR. Compuesto (A2): Tiempo de retencién: 4,20 min,
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férmula molecular [M+H]+: C46H70N7015+, masa monoisotopica calculada [M+H]+: 960,4924
Da, masa observada: 960,4914 Da. *H NMR (600 MHz, 1,s-Dioxano-ds) & 8,36 (d, J = 9,2 Hz,
1H), 7,37 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 7,31 — 7,21 (m, 4H), 7,21 — 7,16 (m, 2H), 6,79 — 6,72 (m, 2H),
5,40 — 5,37 (m, 1H), 5,36 — 5,33 (m, 1H), 5,30 — 5,28 (m, 2H), 5,20 (dd, J = 9,0, 3,7 Hz, 1H),
5,13 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 5,04 (dd, J = 9,9, 1,4 Hz, 1H), 4,89 — 4,82 (m, 1H), 4,73 (q, J = 6,9 Hz,
1H), 4,39 (dd, J = 8,0, 2,0 Hz, 1H), 4,04 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 3,80 — 3,73 (m, 1H), 3,65 (ddd, J =
9,8, 4,3, 1,9 Hz, 1H), 3,37 (s, 3H), 3,21 (s, 3H), 3,11 (dd, J = 14,7, 3,7 Hz, 1H), 2,89 (dd, J =
14,7, 8,9 Hz, 1H), 2,84 (s, 3H), 2,62 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 1,99 — 1,90 (m, 1H), 1,75
—1,69 (m, 1H), 1,35 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,30 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 1,18 — 1,14 (m, 6H), 1,11 (d, J
= 6,5 Hz, 3H), 1,04 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 0,86 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 0,78 (d, J = 6,6 Hz, 4H).

Ejemplo 3-3: Proceso de generacion para (R)-1-((3S,6S,9S,12S,18R,21S,22R)-21-acetamido-
18-bencil-3-((R)-1-metoxietil) -4,9,10,12,16,22-hexametil-15-metilen-2,5,8,11,14,17,20-
heptaoxo-1,19-dioxa-4,7,10,13,16-pentaazaciclodocosan-6-il) -2-metilpropil (2S,3R)-3-
hidroxi-4-metil-2-propionamidopentanoato (A3)

(A3)
El Compuesto (A3) se obtuvo usando los métodos descriptos en [M. Taniguchi et al.

Tetrahedron 59 (2003) 4533-4538]. El aislamiento se realizé usando los métodos descriptos
para el Compuesto (Al) en el Ejemplo 3-1. Luego el material fue caracterizado por UPLC-UV-
HRMS, experimentos 1D-NMR- y 2D-NMR. Compuesto (A3): Tiempo de retencién: 4,42 min,
formula molecular [M+H]+: C47H72N7015+, masa monoisotépica calculada [M+H]+: 974.5081
Da, masa observada: 974.5098 Da. *H NMR (600 MHz, 1,4-Dioxano-ds) & 8,37 (d, J = 9,1 Hz,
1H), 7,38 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 7,31 — 7,23 (m, 4H), 7,22 — 7,16 (m, 1H), 7,12 (d, J = 7,7 Hz, 1H),
6,78 — 6,72 (m, 2H), 5,41 — 5,33 (m, 2H), 5,32 — 5,26 (m, 2H), 5,20 (dd, J = 8,8, 3,7 Hz, 1H),
5,12 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 5,04 (dd, J = 9,9, 1,7 Hz, 1H), 4,89 — 4,81 (m, 1H), 4,72 (q, J = 7,0 Hz,
1H), 4,40 (dd, J = 7,8, 2,1 Hz, 1H), 4,04 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 3,81 — 3,73 (m, 1H), 3,68 — 3,64 (m,
1H), 3,38 (s, 3H), 3,21 (s, 3H), 3,11 (dd, J = 14,6, 3,7 Hz, 1H), 2,89 (dd, J = 14,7, 8,9 Hz, 1H),
2,83 (s, 3H), 2,62 (s, 3H), 2,51 — 2,41 (m, 2H), 2,14 (s, 3H), 1,99 — 1,89 (m, 1H), 1,78 — 1,68 (m,
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1H), 1,34 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 1,30 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 1,18 — 1,14 (m, 6H), 1,13 — 1,08 (m, 6H),
1,04 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 0,86 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 0,78 (d, J = 6,6 Hz, 3H).
Ejemplo 4: Proceso para la produccion de conjugados de anticuerpo farmaco anti-
PMEL17
[00500] El anticuerpo fue incubado con resina de proteina A RMP (GE) en una
proporcion de 10 mg de Ab a 1 ml de resina en PBS durante 15 minutos con mezcla en una
columna descartable de tamafio apropiado. Se agregé cisteina HCI a una concentracion final
de 20 mM y se incubd con agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente para permitir
el desbloqueo de las cisteinas reactivas. La resina se lavé rapidamente con 50 volumenes de
columna de PBS en un colector de vacio. La resina luego se resuspendi6 en un volumen igual
de PBS que contenia 250 nM CuCl,. La reformacion de los disulfuros entre las cadenas del
anticuerpo se controlé tomando puntos de tiempo. En cada punto de tiempo, se eliminaron 25
ML de suspension de resina, se agregaron 1 uL de Compuesto (B1) o Compuesto (B2) 20 mM,
y el tubo se agitd varias veces. La resina se centrifugd, se eliminé el sobrenadante y luego se
eluyé con 50 pL de tampon de elucion de anticuerpo (Thermo). La resina se granuld y el
sobrenadante se analiz6 mediante cromatografia de fase inversa usando una columna Agilent
PLRP-S 4000A de 5um, 4,6x50 mm (el tampo6n A es agua, 0,1% TFA, Tampodn B Acetonitrilo,
0,1% TFA, la columna se mantuvo a 80 C, Velocidad de flujo 1,5 ml/min).

[00501] Una vez determinado que el anticuerpo habia reformado sus enlaces disulfuro
intercadena, la resina se lavé con 10 volimenes de columna de PBS y la resina se resuspendié
en un volumen igual de PBS y se agregaron 8 equivalentes de enlazador-carga util (20 mM) en
DMSO y luego se incub6 a temperatura ambiente durante 2 horas. La resina se lavé luego con
50 volumenes de columna de PBS. El ADC se eluy6 de la resina de proteina A con tamp6n de
elucién de anticuerpos y se neutralizé con 1/10 en volumen de Tris 1 M pH 9,0. EI ADC luego
se intercambié con tampdn en PBS u otro tampon adecuado y se realizdé una cromatografia
preparativa de exclusion por tamafio para eliminar los agregados (S200 Increase; GE), de ser
necesario. Se realizaron los siguientes andlisis: SEC analitica para determinar el porcentaje de
mondmeros, espectroscopia de masas para determinar DAR, prueba de LAL para determinar la
carga de endotoxina y la concentracion de proteina se determiné mediante A280 utilizando el

coeficiente de extincion y el peso molecular del anticuerpo.

Ejemplo 5: Actividad anti-melanoma uveal in vitro de los inhibidores de GNAQ/11
Compuesto (Al) y Compuesto (A2)

[00502] Células de melanoma uveal 92.1 y adenocarcinoma ductal pancreatico

MIAPACA se sembraron a baja densidad celular en placas de 96 pocillos y se trataron con
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concentraciones crecientes de Compuesto (A1) o Compuesto (A2) segun lo indicado. Después
del tratamiento farmacoldgico durante 96 o 120 horas, se determind la viabilidad celular y la
proliferacion utilizando un ensayo de viabilidad basado en resazurina. Brevemente, las células
se incubaron con una solucion a base de resazurina y el cambio de color se detecté mediante
absorbancia con un espectrofotémetro y se us6 como una lectura de la viabilidad celular. Los
datos se presentan como la media de tres réplicas independientes y en relacién con células
tratadas con PBS (control). La Tabla 4 muestra la inhibicion del crecimiento 50% (Glso) para el
Compuesto (A2) y el Compuesto (Al). El Compuesto (A2) y el Compuesto (Al) demuestran

una potente actividad anti-UM dependiente del objetivo (Figura 1).

Tabla 4. Actividad inhibitoria del crecimiento del Compuesto (A1) y el Compuesto (A2) en
células de MU

Linea Mutacion Compuesto Compuesto
celular (A1) (A2)

Glso M Glso NM
92.1 GNAQ®?%®t | 0,18 7,7
MIAPACA | WT > 10 uM > 10 uM

Ejemplo 6: El Compuesto (A1) y el Compuesto (A2) inducen apoptosis en células de
melanoma uveal

[00503] Las células 92.1 y MIAPACA se sembraron en placas de 96 pocillos (5000
células por pocillo) y se trataron con concentraciones crecientes de Compuesto (Al),
Compuesto (A2), y una dosis fija de estaurosporina (100 nM, control positivo) segun lo
indicado. Después del tratamiento farmacolégico durante 96, las células se sometieron a
citometria de flujo activada por fluorescencia usando un anticuerpo de anexina V conjugado
con un tinte fluorescente. Los datos se presentan como la media de tres réplicas
independientes. EI Compuesto (A2) y Compuesto (A1) indujeron apoptosis en las células de
MU de manera dependiente de GNAQ/11 (Figura 2).

Ejemplo 7: Analisis de la inhibicion de GNAQ/11 por el Compuesto (Al) y el Compuesto
(A2) en células de melanoma uveal

[00504] Células de melanoma uveal 92.1 fueron tratadas con concentraciones crecientes
de Compuesto (A1) o el Compuesto (A2) segun lo indicado. Luego del tratamiento durante la
noche, las células fueron procesadas para la determinacién de los niveles de IP1 utilizando TR-

FRET (transferencia de energia de resonancia fluorescente resuelta en el tiempo) o los niveles
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de proteina mediante transferencia de Western. La Figura 3A ilustra los niveles de IP1 (nM) en
las células 92.1 tratadas con DMSO (control), Compuesto (A2) o Compuesto (Al). La Figura 3B
muestra la correlacion entre los niveles de IP1 y la proliferacion relativa en las células 92.1
tratadas con Compuesto (Al). La Figura 3C muestra las inmunotransferencias de las células
92.1 tratadas con el Compuesto (Al) y el Compuesto (A2) para determinar el efecto sobre la

sefalizacion ERK.

Ejemplo 8: Estabilidad metabdlicay propiedades de PK del Compuesto (A1)
[00505] La estabilidad en plasma del Compuesto (Al) se investigd en plasma de ratén,

rata, mono y humano y se comparé contra el tampén. Tanto la desaparicion del Compuesto

(A1) (Figura 4A) como la aparicion de la forma de anillo abierto del Compuesto (A1) que tiene la

, Compuesto (A6)
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, 0 el Compuesto (A8) , (Figura 4B) se

monitorearon durante 24h. La transformacion parece ser un poco mas rapida en el plasma

humano en comparacién con las otras especies. Con la excepcion de la rata, el agregar el %
remanente del Compuesto (Al) y el % formado del Compuesto (A8) muestra estequiometria
durante 24 h, lo que indica que ninguna otra transformacion parece jugar un papel significativo
(Figura 4C).

[00506] La PK del Compuesto (Al) después de la dosificacion intravenosa en raton se

caracterizo por un aclaramiento muy alto y un volumen de distribucion de moderado a alto. Se

250



observo un aumento ligeramente sobre proporcional de la exposicién con la dosis en el rango
de 0,2-0,8 mg/kg (Figura 4D). La tabla 5 que resume todos los valores de PK se muestra a

continuacion.

Tabla 5. Propiedades de PK del Compuesto (A1)

Dosis (mg/kg)

0,2 0,4 0,8

Cmax (nM) 31 83 240
Cmax/D

(nM/(mg/kg)) 156 208 300
AUCInf (nM*h) 16 47 137
AUCINf/D

(nM*h/(mg/kg)) 82 118 171
CO (nM) 43 108 380

CO/D (nM/(mglkg)) [217 270 475

CL [mL/minkg]  [|204 141 97

Vss [L/kg] 8,6 4,9 4,6

Ejemplo 9: Estabilidad metabdlicay propiedades de PK del Compuesto (A2)

[00507] La estabilidad in vitro del Compuesto (A2) se tested en el plasma y la sangre de
diferentes especies (Figura 5A). El Compuesto (A2) mostré buena estabilidad quimica en tres
sistemas diferentes (Figura 5B). La PK del Compuesto (A2) en ratones balb/c hembra mostré
un alto aclaramiento y una vida media de eliminacién corta (Figura 5C). La Tabla 6 resume
algunos valores de PK. EI Compuesto (A2) mostré un alto aclaramiento intrinseco en los
microsomas hepaticos de ratones, ratas y humanos, pero bajo aclaramiento en los hepatocitos,
probablemente debido a la limitada permeabilidad de la membrana (Tabla 7). Las incubaciones
del Compuesto (A2) en la fraccion hepatica S9 y en plasma mostraron vidas medias similares.
El Compuesto (A2) y el Compuesto (Al) se mantuvieron estables en tampén a un pH de 5,6 y

en los lisosomas durante 4 h (Figura 5D).
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Tabla 6. Propiedades de PK del Compuesto (A2) en ratones balb/c hembras (1 mg/kg iv)

CL (mL-min?t-kg?) 175+ 29
tio (h) 0,4 + 0,01
AUC i.v. d.n. (nM-h) 101 + 16

Tabla 7. Estabilidad del Compuesto (A2)

Ratén Rata Humano
Microsomas hepéticos (ul/min/kg) 107 33 44
Hepatocitos (ul/min/10° células) - 8 <4
S9 hepatica (+/- NADPH) t1/2 (h) 1,9/>2 >2/>2 1,9/>2
Plasma t1/2 (h) 2,1 4.1 2,0

Ejemplo 10: Actividad anti-melanoma uveal in vitro de ADCs anti-PMEL17-(B1)
[00508] Se sembraron células 92,1 parentales y de control no dirigidas (NT) o

transducidas con PMEL17-ARNsh a baja densidad celular en placas de 96 pocillos y se trataron
con concentraciones crecientes de 3207- (B1) (control de isotipo), G4-(B1), y G1-(B1) en
presencia 0 ausencia de doxiciclina segun lo indicado. Después del tratamiento farmacolégico
durante 96 o 120 horas, se determinaron la viabilidad y proliferacién celular usando un ensayo
de viabilidad basado en resazurina. Brevemente, las células se incubaron con una solucion a
base de resazurina y el cambio de color se detectdé mediante absorbancia con un
espectrofotbmetro y se us6 como una lectura de la viabilidad celular. Los datos se presentan
como la media de tres réplicas independientes y en relacion con células tratadas con PBS
(control) (Figura 6). Los ADCs anti-PMEL17-(B1) inhiben la proliferacion de células de

melanoma uveal dependiendo de PMEL17 y la dosis.

Ejemplo 11: Los ADCs anti-PMEL17-(B1) inducen apoptosis en células de melanoma
uveal

[00509] Se sembraron células 92.1 en placas de 96 pocillos (5000 células por pocillo) y
se trataron con concentraciones crecientes de Compuesto (Al), 3207-(B1) (Control de isotipo),
G4-(B1), y G1-(B1) segun lo indicado. Después del tratamiento farmacoldgico durante 96, las
células se sometieron a citometria de flujo activada por fluorescencia usando un anticuerpo de

anexina V conjugado con un tinte fluorescente. Los datos se presentan como la media de tres
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réplicas independientes. Tanto G4-(B1) como G1-(B1) indujeron la apoptosis en células 92.1
de acuerdo con la dosis (Figura 7).

Ejemplo 12: Actividad anti-melanoma uveal in vitro de ADCs anti-PMEL17-(B2) y mAbs
anti-PMEL17

[00510] Se sembraron células 92.1 de melanoma uveal a baja densidad celular en
placas de 96 pocillos y se trataron con concentraciones crecientes de 3207-(B2) (Control de
isotipo), G4-(B2), y G1-(B2), y anti-PMEL17-B1 y —G4 mAbs segun lo indicado. Después del
tratamiento farmacolégico durante 96 o 120horas, la viabilidad celular y la proliferacion se
determinaron usando un ensayo de viabilidad basado en resazurina. Los datos se presentan
como la media de tres réplicas independientes y en relacion con células tratadas con PBS
(control) (Figura 8). Los ADCs anti-PMEL17-(B2) y mAbs anti-PMEL17 exhiben un efecto

antiproliferativo minimo en células de melanoma uveal.

Ejemplo 13: Andlisis de la inhibicion de GNAQ/11 por ADCs anti-PMEL17-(B1) y anti-
PMEL17-(B2) en células de melanoma uveal

[00511] Se trataron células de melanoma uveal 92.1 con DMSO, Compuesto (Al) (8 nM)
y concentraciones crecientes de Isotipo-(B1), ADCs anti-PMEL17-(B1) y anti-PMEL17-(B2)
segun lo indicado. Después del tratamiento farmacol6gico durante 2 dias, las células fueron
procesadas para determinar los niveles de IP1 usando TR-FRET (transferencia de energia por
resonancia fluorescente resuelta en el tiempo). Los niveles de IP1 (nM) se presentan como la
media de 3 réplicas independientes. Segun lo indicado por los niveles reducidos de IP1, tanto
G1-(B1) como G1-(B2) inhiben GNAQ y GNA11 mutante de acuerdo con la dosis (Figura 9).

Ejemplo 14: Analisis de unién de los anticuerpos anti-PMEL17 a plaquetas intactas y
células de melanoma uveal

[00512] La linea celular de melanoma uveal 92.1 y plaquetas aisladas de Plasma Rico
en Plaquetas Humano (PRP de 3 donantes humanos) se sometieron a citometria de flujo
activada por fluorescencia usando anticuerpos anti-PMEL17 G1 (linea negra) y G4 (linea gris),
y anticuerpo secundario de IgG antihumano conjugado con un tinte fluorescente, o solo el
anticuerpo secundario conjugado (linea gris claro) (Figura 10). Contrariamente a las células
92.1 de melanoma uveal, las plaquetas humanas no muestran la expresiéon de PMEL17 en la

superficie celular.
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Ejemplo 15: Impacto del Compuesto (A1) y ADCs anti-PMEL17-(B1) en la agregacion de
plaquetas humanas

[00513] Se incubd Plasma Rico en Plaquetas Humano (PRP) con ADC 17A9-(B1), un
anti-PMEL Ab conjugado con B1 o Compuesto (A1) (0,1, 1, y 150 nM) durante 4, 16 o 24 h.
Luego se midi6 la agregacion plaquetaria después del tratamiento con el Péptido Activador del
Receptor de Trombina 6 (TRAPG6) a 32 uM. Mientras que el Compuesto (Al) indujo la
agregacion plaquetaria, anti-PMEL17-(B1) no indujo la agregacion plaquetaria hasta 24 horas
(Figura 11).

Ejemplo 16: Los ADCs anti-PMEL17-(B1) inhiben el crecimiento tumoral en un modelo de
raton

[00514] Se trataron ratones desnudos hembras con xenoinjertos subcutaneos de
luciferasa 92.1 con una sola inyeccion intravenosa de 3207-(B1), G1-(B1) o vehiculo a las dosis
indicadas. El tratamiento (dosis Unica por inyeccion i.v.) se realizé 17 dias después de la
inoculacion del tumor. Los valores son media + SEM; tamafio de la muestra, (n = 5-12 ratones
por grupo). El volumen inicial del tumor al dia 0 fue de aproximadamente 200-250 mm3. G1-

(B1) inhibié el crecimiento tumoral de una manera dependiente de la dosis (Figura 12A).

[00515] El cambio de peso corporal de los ratones desnudos ingenuos hembras después
del tratamiento con G1- (B1) se monitore6 a las dosis indicadas. Los tratamientos (dosis Unica
de inyeccion i.v.) se realizaron en el dia 0. Los valores son media + SEM; tamafio de la
muestra, (n=4 ratones por grupo). El peso corporal inicial al dia O fue de aproximadamente 24
g. El peso corporal se midi6 todos los dias durante 14 dias después del tratamiento
farmacologico. No se observé pérdida de peso corporal hasta 14 dias después del tratamiento
(Figura 12B).

[00516] Se realiz6 un andlisis inmunohistoquimico del tejido tumoral de los xenoinjertos
subcutaneos de 92.1 marcadas con luciferasa tratados con vehiculo, 3207-(B1) (7,5 mg/kg de
peso corporal) o G1-(B1) (7,5 mg/kg de peso corporal). Los tumores se fijaron en formalina
tamponada neutra al 10% (vol/vol) durante 24 horas a temperatura ambiente, luego se
enjuagaron en PBS, se procesaron para la deshidratacion, se aclararon y se embebieron en
parafina. Se prepararon secciones de 3 um y se procesaron para la tincion con hematoxilina y
eosina (H&E) y para la inmunohistoquimica. La tincion inmunohistoquimica se realiz6 sobre
secciones de tejido fijadas con formalina e incorporadas en parafina utilizando un sistema
Bond-RX (Leica) totalmente automatizado para la tincién anti-higG (ThermoFischer) y anti-
gp100 (PMEL17) (clon EP4863; Abcam), y un sistema totalmente automatizado Discovery XT
(Ventana Medical System) para tincion anti-Ki67 (clon Sp6; NeoMarkers), anti-pERK1/2 (clon
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D13.14.4E; Cell Signaling), anti-MITF (Sigma) y Caspasa-3 anti-escindida (Cell Signaling).
Brevemente, el tratamiento con G1-(B1) dio como resultado la inhibicién de la sefializacion de
GNAQ y la inhibicion de la proliferacion de células tumorales segun lo indicado a través de los
niveles reducidos de pERK y Ki67, respectivamente (Figura 12C). Ademas, G1-(B1) indujo la
apoptosis celular en comparacion con los ratones tratados con vehiculo y 3207-(B1)-, lo cual se
correlacion6 con la acumulacion en las células tumorales de ADC G1-(B1) segun lo detectado
por marcado con IgG (Figura 12C). No se observaron cambios en los niveles de MITF y
PMEL17 luego del tratamiento con G1-(Al) (Figura 12C).

[00517] Se tested la agregacion de plaquetas de sangre entera de ratones ingenuos
tratados con vehiculo, G1-(B1) (20 mg/kg de peso corporal), o Compuesto (Al) (0,01, 0,03, 0,1,
y 0,3 mg/kg de peso corporal). Los animales fueron sacrificados 5 minutos después de una
dosis Unica i.v. y la sangre se recogi6 a través de vena cava. Después de 1 h, se midi6 la
agregaciéon de sangre completa después de la activacion de las plaquetas con ADP a 6,5 uM
(Figura 12D). Contrariamente al Compuesto (A1) G1-(B1) no tuvo ningun efecto significativo

sobre la agregacion plaguetaria inducida por ADP in vivo.

[00518] Se midiod la agregacion de plaquetas de sangre entera de ratones ingenuos
tratados con vehiculo y G1-(B1) (7,5 y 30 mg/kg de peso corporal) alas 24 h o 7 d luego de la
dosificacién. Los ratones fueron sacrificados las 24 horas o 7 dias después de la dosis Unica
i.v. y la sangre se recogi6 a través de vena cava. Después de 1 h, se midio la agregacion de
sangre completa después de la activacion de las plaquetas con ADP a 6,5 pM. No se observé
inhibicion de la agregacion plaquetaria en ratones tratados con G1-(B1) durante hasta 7 dias
(Figura 12E).

Ejemplo 17: Efecto de G1-(B1) en un modelo de ratdn con metéstasis hepaticay
pulmonar de melanoma uveal

[00519] Ratones hembra NOD-Scid fueron inyectados por via intravenosa con células
92.1 marcadas con luciferasa (aproximadamente 2 millones de células por animal) y se midi6 la
bioluminiscencia dos veces por semana para evaluar la formacion de tumores. Después de 45
dias, todos los ratones inyectados desarrollaron metastasis hepéticas y pulmonares detectadas
por la sefial de bioluminiscencia (BLI) (Figuras 13A y 13B). Los ratones portadores de tumores
fueron tratados con una sola inyeccién intravenosa de G1-(B1) (20 mg/kg de peso corporal) y
se controlo la bioluminiscencia en el tiempo como una lectura del avance del tumor. Se
presentan imagenes individuales de cada raton al dia 45 luego de la inyeccion i.v. de células

92.1 marcadas con luciferasa (justo antes del inicio del tratamiento) y 12 dias después del
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tratamiento (Figuras 13A y 13B); tamafio de la muestra, (n=6 ratones por grupo). La BLlI inicial
para la metastasis de higado al dia 0 fue de aproximadamente 2,8 *10° p/seg/cm?. Los tumores
de pulmodn (sefial de bioluminiscencia) en la Figura 13B estan indicados por una flecha negra.
Segun lo indica la bioluminiscencia reducida in vivo y ex vivo, G1-(B1) indujo la regresion de las
metéstasis hepaticas y pulmonares después de una sola dosis i.v. de 20 mg/kg.

[00520] La modulacion correspondiente del peso corporal (% vs dia 15) se evalu6 2-3
veces por semana antes y después del tratamiento con G1-(B1) 20 mg/kg (circulos grises). Los
valores son media + SEM; tamafio de la muestra, (n=5-6 ratones por grupo). El peso corporal
inicial al dia 15 fue de aproximadamente 21 g. El tratamiento con G1-(B1) dio como resultado la
recuperacion del peso corporal en un modelo de metastasis hepatica y pulmonar de melanoma

uveal.

Ejemplo 18: Propiedades PK de ADCs G1-(B1).
[00521] El perfil farmacocinético de G1-(B1) mostré un aumento ligeramente sobre

proporcional de la exposicion con dosis entre 7,5y 30 mg/kg en ratones desnudos (Figura
14A). El aclaramiento, volumen de distribucion y la vida media estan en el rango tipico para los
ADC. La Tabla 8 resume algunos valores de PK.

[00522] En los ratones portadores de tumores, se midieron las concentraciones de carga
atil libre después de la dosis, ya sea la union al objetivo G1-(B1) o control de isotipo 3207-(B1).
Se pudo observar un aumento claro (> 4 veces) en la entrega al tumor de la carga util de
Compuesto (A1) utilizando el ADC objetivo (Figura 14B). Se observo la conversion del

Compuesto (Al) (circulos abiertos) en su forma de anillo abierto del Compuesto (Al) que tiene

0]

(0]
N

NH | oo

e )IA
WSO o Ox OH,
HN NLO\
H O I
L
(¢]
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(0]
HO
, 0 Compuesto (A8) , (circulos

rellenos) mientras se conjugaba con el anticuerpo in vivo en ratones (Figura 14C). Las
exposiciones en un estudio de eficacia in vivo, comparando dos formatos diferentes de DAR2
con el formato DAR4 de G1-(B1) y con el formato DAR4 Fc-silent, mostraron el aclaramiento
mas bajo para los ADCs DAR2 (E152C) y DAR4 Fc-silent, mientras que con la exposicion a
DAR2 (S375C) disminuye mas rapido (Figura 14D). Al comparar la PK de los ADCs 3207 no
dirigidos (Figura 14E) se puede deducir que el silenciamiento de Fc tiene un efecto significativo
sobre la reduccion del aclaramiento del formato DAR4.
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Tabla 8. Propiedades de PK de ADCs G1-(B1)

Ratones desnudos - dosis 7,5 30

(mg/kg)

AUCiast (Ug/mL*h) 6779+ 1°061 | 45°346 + 3'785
AUC|ast (ug/mL*h) dosis 904 1’511
normalizada

AUCin (ug/mL*h) 9'211 +2'337 | 73'680 + 9°867
AUC extrap (%) 25 £9 38+3

CL (mL/h/kg) 0,9 +0,3 0,4 +0,05

Vz (L/kg) 0,21 +0,01 0,15 +0,01
app. teim (h) 176 + 37 259 + 25

Ejemplo 19: Estabilidad in vitro de ADCs anti-PMEL17-GNAQ/11i en tampédn, plasma de
raton, rata, y humano y estabilidad in vivo de ADCs anti-PMEL17-GNAQ/11i en
raton

[00523] Se agreg6 anti-PMEL17G1_E152C_S375C_ (B2) (G1- (B2)) a 100 pg/ml en la

matriz respectiva y se incub6 a 37 °C. Las muestras se recogieron a0, 1, 2y 4 h por

congelacién rapida a -70 °C. Las alicuotas de cada muestra se inmunoprecipitaron usando
perlas Capture Select FcXL y se incubaron con tampén conteniendo papaina para liberar la
carga util del ADC capturado en las perlas. La carga util liberada fue luego analizada por HPLC

MS para determinar los niveles relativos de Compuesto (A2)-PO, (es decir

véase el Ejemplo 1.2), y el Compuesto (A2)-
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PO, de anillo abierto que tiene la estructura del Compuesto (A5)-POa, (es decir el Compuesto

(A5)-PO,

o)
HO~p-OH
1l

0 Compuesto (A9)-PO., o , (donde el
Compuesto (A2)-PO, de anillo abierto— carga util inactiva). El grafico muestra el porcentaje de
carga util liberada que estaba presente como Compuesto (A2)-PO. durante el desarrollo del

experimento (Figura 15A).

[00524] Se agregaron anti-PMEL17G1_E152C S375C (B1) (G1-(B1)), Anti-
PMEL17G1_E152C_(B1) (G1-E152C-DAR2-(B1)), Anti-PMEL17G1_S375C_(B1) (G1-S375C-
DAR2-(B1)), y Fc-silent Anti-PMEL17G1_E152C S375C (B1) (G1-(B1) Fc-silent) a 100 pg/ml a
la matriz respectiva y se incubaron a 37 °C. Las muestras se recogieron a 0, 2, 4,y 6 h por
congelacion rapida a -70 °C. Las alicuotas de cada muestra se inmunoprecipitaron usando
perlas Capture Select FcXL y se incubaron con tampdn conteniendo papaina para liberar la
carga util del ADC capturado en las perlas. Las cargas Utiles liberadas fueron analizadas luego

por HPLC MS para determinar los niveles relativos de Compuesto (A1)-PO.,
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, Y Compuesto (Al1)-PO4 de anillo abierto que tiene la estructura

, Compuesto (A6)-POy,

, 0 Compuesto (A8)-POQO4, , (donde
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los compuestos de anillo abierto del Compuesto (A1)-POy, , Son —
carga util inactiva). El grafico muestra el porcentaje de carga Util liberada que estaba presente
como Compuesto (A1)-PO, durante el desarrollo del experimento para cada una de las

diferentes construcciones de ADC (Figura 15B).

[00525] Se inyectaron respectivamente por via intravenosa anti-
PMEL17G1_E152C_S375C_(B1) (G1-(B1)), Anti-PMEL17G1_E152C_(B1) (G1-E152C-DAR2-
(B1)), Anti-PMEL17G1_S375C_(B1) (G1-S375C-DAR2-(B1)), y Fc-silent Anti-
PMEL17G1_E152C_S375C_(B1) (G1- (B1) Fc-silent) en ratones desnudos a 20 mg/kg (peso
corporal). Nueve ratones recibieron cada una de las construcciones de ADC descriptas
anteriormente. Tres animales por grupo (construccion ADC) se desangraron terminalmente
para recolectar muestras de suero para su andlisis a las 24 h, al dia 7 y dia 14 después de la
dosis. Las alicuotas de cada muestra se inmunoprecipitaron usando perlas Capture Select
FcXL y se incubaron con tampén conteniendo papaina para liberar la carga atil del ADC

capturado con las perlas. Las cargas utiles liberadas luego fueron analizadas por HPLC MS

para determinar los niveles relativos de Compuesto (A1)-POa, C ,

Compuesto (A1)-PO. de anillo abierto que tiene la estructura del Compuesto (A4)-PO.,
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, 0 Compuesto

(A8)-POa, 0 , (donde los compuestos de anillo abierto del

Compuesto (Al1)-PO. — son carga util inactiva). El grafico muestra el porcentaje de carga util
presente en los ADC en la forma activa del Compuesto (A1)-PO, (asumiendo que Compuesto
(A1)-PO4 + Compuesto (A8)-PO4 = 100%) (Figura 15C). Los valores iniciales se estimaron en

funcidn de los resultados experimentales in vitro..

Ejemplo 20: Eficacia in vivo de G1-E152C-DAR2-(B1), G1-S375C-DAR2-(B1), G1-(B1) Fc-
silent en un modelo de xenoinjerto de melanoma uveal

[00526] Se trataron ratones desnudos hembra con xenoinjertos subcutaneos de 92.1-
luciferasa con 3207-E152C_S375C-DAR4- (B1), G1-E152C_S375C-DAR4- (B1), G1-E152C-
DAR2- (B1), G1-S375C-DAR2- (B1), Fc-silent 3207- (B1) y Fc-silent G1-DAR4 a 7,5 mg/kg.
Los tratamientos (dosis Unica por inyeccién intravenosa) se ejecutaron 17 dias después de la
inoculacion del tumor. Los valores representan la media + SEM; tamafio de la muestra, (n=5-6
ratones por grupo). El volumen inicial del tumor al dia 0 fue de aproximadamente 300-325 mm?,
(Figura 16). G1-E152C-DAR2-(B1), Fc-silent G1-DAR4, y G1-E152C_S375C-DAR4-(B1)

exhiben una actividad antitumoral comparable en el modelo de xenoinjerto 92.1 de melanoma
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uveal, mientras que los ADC G1-S375C-DAR2-(B1) y 3207 no dirigido no ejercen ningun efecto

sobre el crecimiento tumoral.

Ejemplo 21: Actividad in vitro de G1-3J-DAR4-(B1), G1-3R-DAR4-(B1), G1-DAR4-(B1), G1-
3J-DAR2 (E152C)-(B1), Fc Silent G1-3J -DAR2 (E152C)-(B1), 3207-DAR2 (E152C)-
(B1), y G1-DAR2 (E152C)-(B1)
[00527] En la Figura 17A, se sembraron células 92.1 (panel izquierdo) y MP41 (panel
derecho) a baja densidad celular en placas de 96 pocillos y se trataron con concentraciones
crecientes de G1-3J-DAR4-(B1), G1-3R-DAR4-(B1), G1-DAR4-(B1) segun lo indicado.
Después del tratamiento farmacologico durante 96 o 120 horas, la viabilidad celular y la
proliferacion se determinaron usando un ensayo de viabilidad basado en resazurina.
Brevemente, las células se incubaron con una solucién basada en resazurina y el cambio de
color se detecté mediante absorbancia con un espectrofotometro y se usé como una lectura de
la viabilidad celular. Los datos se presentan como la media de tres réplicas independientes y en
relacién con células tratadas con PBS (control). El valor GI50 (es la concentracion para el 50%
de la inhibicibn méxima de la proliferacién celular) para cada ADC y linea celular se indica en la
Tabla 9. Los ADCs anti-PMEL17-(B1) inhiben la proliferacion de células de melanoma uveal
dependiendo de PMEL17 y la dosis.

Tabla 9. Actividad inhibitoria del crecimiento de G1-3J-DAR4-(B1), G1-3R-DAR4-(B1), G1-
DAR4-(B1) en células de MU

Linea G1-3J-DAR4-(B1) | G1-3R-DAR4-(B1) | G1-DAR4-(B1)
celular Glso nM Glso nM Glso nM
92.1 0,850 0,811 0,722
MP41 0,582 0,654 0,563
[00528] La Figura 17B ilustra los resultados de un ensayo de proliferacion celular en una

linea celular 92.1 con G1-3J-DAR2 (E152C)-(B1), Fc Silent G1-3J-DAR2 (E152C)-(B1), 3207-
DAR2 (E152C)-(B1), y G1-DAR2 (E152C)-(B1) segun lo descripto en Figura 17A. GI50 se

indica en la Tabla 10.

Tabla 10. Actividad inhibitoria del crecimiento de G1-3J-DAR2 (E152C)-(B1), Fc Silent G1-3J -
DAR2 (E152C)-(B1), 3207-DAR2 (E152C)-(B1), y G1-DAR2 (E152C)-(B1) en células de MU
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Linea

G1-3J-DAR2

Fc Silent G1-3J -DAR2

3207-DAR2

G1-DAR2

celular | (E152C)-(B1) | (E152C)-(B1) (E152C)-(B1) (E152C)-(B1)
Glso NM Glso nM Glso nM Glsp NM
92.1 0,309 0,278 >150 0,365

Ejemplo 22: Los ADCs anti-PMEL17-(B1) inhiben el crecimiento tumoral en un modelo de
ratéon

[00529]
marcadas con luciferasa con una sola inyeccion intravenosa de 3207-(B1), G1-3J(E152C), G1-
3J-DAR2 (E152C)-(B1), Fc Silent G1-3J-DAR2 (E152C)-(B1), G1-DAR2 (E152C)-(B1) 0
vehiculo a las dosis indicadas. El tratamiento (dosis Unica por inyeccion i.v.) se realiz6 14-17

Se trataron ratones desnudos hembras con xenoinjertos subcutaneos de 92.1

dias después de la inoculacion del tumor. Los valores son media + SEM; tamafio de la muestra,
(n=5-12 ratones por grupo). El volumen inicial del tumor al dia O fue de aproximadamente 200-
250 mm3. G1-3J-DAR2 (E152C)-(B1) y Fc Silent G1-3J-DAR2 (E152C)-(B1) inhibieron el

crecimiento tumoral de una manera dependiente de la dosis (Figura 18).

Ejemplo 23: Andlisis inmunohistoquimico de biopsias de tumores de pacientes con
melanoma metastasico uveal

[00530] Los tumores se fijaron en formalina tamponada neutra al 10% (vol/vol) durante
24 horas a temperatura ambiente, luego se enjuagaron en PBS, se procesaron para
deshidratacion, se aclararon y se incorporaron en parafina. Se prepararon secciones de 3 umy
se procesaron para inmunohistoquimica. La tincién inmunohistoquimica se realizé en secciones
de tejido fijadas con formalina e incorporadas en parafina usando un sistema Bond-RX (Leica)
totalmente automatizado para la tincién anti-gp100 (PMEL17) (HMB45 monoclonal de ratén).
Las muestras uveales de melanoma metastasico exhiben una expresion alta y relativamente
homogénea de PMEL17 (Figura 19A). Cuantificacion de los niveles de expresion de PMEL17 y
la proporcion de células positivas para PMEL17 en muestras de pacientes con melanoma

metastasico uveal (Figura 19B, Figura 19C).

Ejemplo 24: Ensayo de unidon competitiva
[00531] SPR se us0 para evaluar el agrupamiento de epitopos para anticuerpos anti-

PMEL en un instrumento Biacore T200 (# de catalogo 28975001, GE Healthcare Life Sciences).

[00532]

interacciones bimoleculares en tiempo real en un entorno sin etiquetas. Las moléculas se

La resonancia de plasmon superficial (SPR) es una técnica para medir las
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inmovilizan en una superficie del sensor sobre la que fluye una solucién de muestra. La
interaccion entre la molécula inmovilizada y la muestra que fluye provoca un cambio en el
indice de refraccion. El cambio del indice de refraccion es una alteraciéon del angulo en el que la
luz polarizada de intensidad reducida se refleja desde el plano de vidrio de soporte. Este
cambio de &ngulo es causado por la unién o disociacion de las moléculas de la superficie del
sensor y es proporcional a la masa del material unido y es registrado por el instrumento en un
sensorgrama. El sensorgrama muestra una respuesta creciente a medida que las moléculas
interactlan, la respuesta permanece constante si la interaccion alcanza el equilibrio, y la
respuesta disminuye a medida que la muestra se reemplaza por tampén y los socios de
interaccion se disocian. A partir de las respuestas de los eventos de asociaciéon y disociacion,
se determina una tasa de asociacion (ka), una tasa de disociacion (kd) y una afinidad general

(KD). Para el agrupamiento de epitopos, las KD no estan determinadas.

[00533] En el primer paso, los anticuerpos G1 LC 3Jy 17A9 se inmovilizaron
directamente en una superficie de un chip CM5 a través del acoplamiento de amina para lograr
aproximadamente 2000RU respectivamente en Fc2 y Fc3. La célula de flujo 1 no tenia un
anticuerpo inmovilizado sobre la misma y sirvié como la Fc de referencia. Los anticuerpos

inmovilizados en Fc2 y Fc3 son los anticuerpos basicos en el experimento.

[00534] Después de la inmovilizacion, la PMEL humana fluy6 durante el segundo paso a
20 nM sobre todas las células de flujo durante 60 segundos a 30 ul/min.

[00535] El tercer y Ultimo paso tiene el anticuerpo G1 LC 3J solo o el anticuerpo G1 LC

3J mas el anticuerpo 17A9 que fluye sobre Fc2 o el anticuerpo 17A9 solo o el anticuerpo 17A9
mas el anticuerpo G1 LC 3J que fluye sobre Fc3 (Figura 20A). Los anticuerpos fluyeron a una

concentracion total de 500 nM sobre ambas células de flujo durante 120 segundos a 30 ul/min
para la asociacion, a lo que sigui6é una fase de disociacion de 120 segundos a 30 ul/min con

tampdn en circulacion.

[00536] Segun lo esperado, cuando G1 LC 3J fue el anticuerpo base, no se observé
sefial de agrupamiento cuando G13J fluy6. Se observo la union de 100RU cuando se hizo fluir
17A9, lo que sugiere que es un epitopo diferente de G1 LC 3J (Figura 20B). Se observaron
tendencias similares cuando 17A9 fue el anticuerpo base. En el paso 3, no se observé unién
consigo mismo, sino cuando fluyé G1 LC 3J (Figura 20C). Esto indicé que G1 LC 3Jy 17A9 se

unen a diferentes epitopos.
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[00537] La regeneracion se ejecuto al final de cada ciclo en todas las células. El tampo6n
de regeneracion fue Glycine 2.0 que fluy6 a 30 pl/min durante 30 segundos.

[00538] Los datos fueron analizados usando el Software de Evaluacion Biacore T200
version 3.0.
[00539] Se entiende que los ejemplos y formas de realizacién descriptos en la presente

tienen un caracter meramente ilustrativo y que diversas modificaciones o cambios a la luz de
las mismos seran evidentes para los expertos en la materia y caen dentro del espiritu y alcance

de la solicitud y las reivindicaciones adjuntas.
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