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ANTICUERPOS DIRIGIDOS A FLT3 Y USO DE LOS MISMOS
[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional de Estados
Unidos No. 62 / 915.120, presentada el 15 de octubre de 2019, la totalidad de la cual se
incorpora aqui como referencia.
LISTADO DE SECUENCIAS
[0002] Esta aplicacion incorpora por referencia en su totalidad el Formulario de
lectura por computadora (CRF) de un Listado de secuencias en formato de texto ASCII. El
archivo de texto de Listado de secuencias se titula “14247-473-888 SEQ LISTING”, se
creod el 5 de octubre de 2020 y tiene un tamafio de 152,327 bytes.
CAMPO DE LA INVENCION
[0003] La invencion proporciona proteinas con dominios variables de cadena pesada
y cadena ligera de anticuerpos que se pueden emparejar para formar un sitio de union a
antigeno dirigido a FLT3 en una célula, composiciones farmacéuticas que comprenden
dichas proteinas y métodos terapéuticos que utilizan dichas proteinas y composiciones
farmacéuticas, incluso para el tratamiento de cancer.
ANTECEDENTES
[0004] El cancer sigue siendo un problema de salud importante a pesar de los
importantes esfuerzos de investigacion y los avances cientificos reportados en la literatura
para tratar esta enfermedad. Algunos de los canceres diagnosticados con mayor frecuencia
en adultos incluyen cancer de prostata, cancer de mama y cancer de pulmon. Las neoplasias
hematologicas, aunque menos frecuentes que los canceres solidos, tienen tasas de
supervivencia bajas. Las opciones de tratamiento actuales para estos canceres no son
efectivas para todos los pacientes y/o pueden tener efectos secundarios adversos
sustanciales. Otros tipos de cancer también siguen siendo dificiles de tratar con las opciones
terapéuticas existentes.
[0005] La tirosina quinasa 3 relacionada con Fms (FLT3), también llamada FLK2,
STK1 o CDI135, es un receptor de tirosina quinasa de clase III. FLT3 es una proteina
transmembrana que incluye cinco dominios similares a inmunoglobulinas en la region
extracelular. FLT3 se puede activar mediante la union de FLT3LG, que induce la
homodimerizacion y autofosforilacion de FLT3. ElI FLT3 activado posteriormente fosforila
y activa multiples moléculas efectoras citoplasmaticas como Akt, Erk y mTOR,
promoviendo asi la proliferacién celular y reduciendo la apoptosis. Se han observado
mutaciones que provocan la activacion constitutiva de FLT3 en la leucemia mieloide aguda

y la leucemia linfoblastica aguda.
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[0006] Aunque se estan desarrollando anticuerpos que se unen a FLT3, todavia existe
una necesidad en el campo de tratamientos nuevos y utiles para el cancer relacionado con
FLT3.

SINOPSIS DE LA INVENCION
[0007] La presente invencion proporciona sitios de union a antigeno que se unen a
FLT3 humano y opcionalmente se unen a FLT3 de cynomolgus. Estos sitios de union al
antigeno se unen a varios epitopos en un dominio extracelular de FLT3, y algunos de ellos
no compiten con el ligando FLT3 (FLT3L) por dicha union. Algunos de los sitios de union
a antigeno descritos en el presente documento se unen a epitopos inicos en comparacion
con los epitopos dirigidos por uno o mas anticuerpos anti-FLT3 conocidos en la técnica.
Proteinas y conjugados de proteinas que contienen dichos sitios de union a antigenos, por
ejemplo, anticuerpos, conjugados de anticuerpo-farmaco, activadores de células T
biespecificas (BiTE) e inmunocitocinas, asi como células efectoras inmunitarias (p. e¢j.,
Células T) que expresan una proteina que contiene dicho sitio de union al antigeno (p. e¢j.,
un receptor de antigeno quimérico (CAR)), son utiles para tratar enfermedades asociadas a
FLTS3 tales como cancer.
[0008] Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencion proporciona un sitio de
union a antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la region
determinante de complementariedad 1 (CDRI1), la regiéon determinante de
complementariedad 2 (CDR2) y la region determinante de complementariedad 3 (CDR3)
que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11 , 4 y 55,
respectivamente; y

(b) un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende CDR1, CDR2 y
CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8§,
respectivamente.

[0009] En determinadas modalidades, la CDR3 de VH comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5. En determinadas modalidades, la CDR3 de VH comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 50. En determinadas modalidades, el VH
comprende una secuencia de aminoéacidos idéntica al menos en un 90 % a la SEC ID NO:
37, y la VL comprende una secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 90 % a la
SEC ID NO: 38. En determinadas modalidades, VH comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 53 y VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 42. En determinadas modalidades, VH y VL comprenden las secuencias de
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aminoacidos de las SEQ ID NO: 9y 10;13 y 10;17 y 10;9 y 22,9 y 26;9 y 30,9 y 34;37 y
38;41y42;45y42;0 49 y 42, respectivamente.
[0010] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un sitio de unién a
antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 59, 63 y 54, respectivamente; y

(b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminodacidos de las SEQ ID NO: 86, 66 y 67, respectivamente.
[0011] En determinadas modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de
SEQ ID NO: 78, 63, 79, respectivamente, y el VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de
SEQ ID NO: 80, 66, 67, respectivamente. En determinadas modalidades, el VH comprende
CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 62, 63, 64, respectivamente, y el VL comprende
CDRI1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 65, 66, 67. En determinadas modalidades, el VH
comprende una secuencia de aminoéacidos idéntica al menos en un 90 % a la SEC ID NO:
76, y la VL comprende una secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 90 % a la
SEC ID NO: 77. En determinadas modalidades, VH comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 29, y VL comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 84. En determinadas modalidades, VH y VL comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 68 y 69;72 'y 73;0 76 y 77, respectivamente.
[0012] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un sitio de union a
antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 87, 88 y 89, respectivamente; y

(b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 91, 92 y 93, respectivamente.
[0013] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un sitio de uniéon a
antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 97, 99 y 100, respectivamente; y

(b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 101, 102 y 103, respectivamente.
[0014] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un sitio de unién a
antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
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de aminoacidos de las SEQ ID NO: 87, 98 y 89 respectivamente; y

(b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 106, 92 y 93, respectivamente.
[0015] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un sitio de unidon a
antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 109, 110 y 111, respectivamente; y

(b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 112, 113 y 114, respectivamente.
[0016] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un sitio de union a
antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminodcidos de las SEQ ID NO: 117, 118 y 119, respectivamente; y

(b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 120, 121 y 122, respectivamente.
[0017] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un sitio de union a
antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 87, 98 y 89, respectivamente; y

(b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 106, 92 y 93, respectivamente.
[0018] En otro aspecto, el presenteLa invencion proporciona un sitio de union a
antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 62, 33 y 127, respectivamente; y

(b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminodacidos de las SEQ ID NO: 128, 129 y 130, respectivamente.
[0019] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un sitio de uniéon a
antigeno que se une a FLT3, que comprende:

(a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 132, 133 y 134, respectivamente; y

(b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NO: 65, 66 y 46, respectivamente.

[0020] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un sitio de union a
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antigeno que compite con un sitio de union a antigeno descrito anteriormente.

[0021] En determinadas modalidades de los aspectos anteriores, el sitio de union al
antigeno se une a FLT3 humano con una constante de disociacion (Kp) menor o igual a 20
nM medido por resonancia de plasmén de superficie (SPR). En determinadas modalidades,
el sitio de union al antigeno se une a FLT3 humano con una Kp menor o igual a 10 nM
medido por SPR. En determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno se une a una
variante de FLT3 humana que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25.
En determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno se une a una variante de FLT3
humana que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18. En determinadas
modalidades, el sitio de unidén al antigeno se une al cynomolgus FLT3. En determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno no compite con FLT3L por la union a FLT3.
[0022] En determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno esta presente como
un fragmento variable de cadena sencilla (scFv). En ciertas modalidades, el scFv comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEC ID NO: 3, 12, 15, 16, 19, 20, 23, 24,
27,28, 31,32, 35,36, 39, 40,43 , 44, 47, 48, 51, 52, 70, 71, 74, 75, 81 y 82.

[0023] En otro aspecto, la presente invenciébn proporciona una proteina que
comprende un sitio de unidn a antigeno descrito en el presente documento. En determinadas
modalidades, la proteina comprende ademas una regidon constante de cadena pesada de
anticuerpo. En determinadas modalidades, la regién constante de la cadena pesada del
anticuerpo es una region constante de la cadena pesada de la IgG humana. En determinadas
modalidades, la region constante de la cadena pesada del anticuerpo es una region constante
de la cadena pesada de IgGl humana. En determinadas modalidades, cada cadena
polipeptidica de la regidon constante de la cadena pesada del anticuerpo comprende una
secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 90 % a la SEQ ID NO: 21.

[0024] En ciertas modalidades, al menos una cadena polipeptidica de la region
constante de la cadena pesada del anticuerpo comprende una o mas mutaciones, con
respecto a la SEC ID NO: 21, en una o mas posiciones seleccionadas de Q347, Y349, L351,
S354, E356, E357, K360, Q362, S364, T366, L368, K370, N390, K392, T394, D399, S400,
D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numerados segun el sistema de numeracion de la
UE. En determinadas modalidades, al menos una cadena polipeptidica de la region
constante de la cadena pesada del anticuerpo comprende una o mas mutaciones, en relacion
con la SEC ID NO: 21, seleccionadas de Q347E, Q347R, Y349S, Y349K, Y349T, Y349D,
Y349E, Y349C, L351K L351D, L351Y, S354C, E356K, E357Q, E357L, E357W, K360E,
K360W, Q362E, S364K, S364E, S364H, S364D, T366V, T366l, T366L, T366M, T366K,
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T366W, T366S, L368E, L368A, L368D, K370S, N390D, N390E, K392L, K392M, K392V,
K392F, K392D, K392E, T394F, D399R, D399K, D399V, S400K, S400R, D401K, F405A,
F405T, Y407A, Y4071, Y407V, K409F, K409W, K409D, T411D, T411E, K439D y
K439E, numerados segin el sistema de numeracion de la UE. En determinadas
modalidades, una cadena polipeptidica de la region constante de la cadena pesada del
anticuerpo comprende una o mas mutaciones, en relacion con la SEQ ID NO: 21, en una o
mas posiciones seleccionadas de Q347, Y349, 351, S354, E356, E357, K360, Q362 ,
S364, T366, L368, K370, K392, T394, D399, S400, D401, F405, Y407, K409, T411 y
K439; y la otra cadena polipeptidica de la region constante de la cadena pesada del
anticuerpo comprende una o mas mutaciones, con respecto a SEQ ID NO: 21, en una o mas
posiciones seleccionadas de Q347, Y349, L351, S354, E356, E357, S364, T366, L368 ,
K370, N390, K392, T394, D399, D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numerados
segun el sistema de numeracion de la UE. En determinadas modalidades, una cadena
polipeptidica de la region constante de la cadena pesada del anticuerpo comprende
sustituciones de K360E y K409W con respecto a la SEQ ID NO: 21; y la otra cadena
polipeptidica de la region constante de la cadena pesada del anticuerpo comprende
sustituciones de Q347R, D399V y F405T con respecto a la SEQ ID NO: 21, numeradas
segiin el sistema de numeracién de la UE. En determinadas modalidades, una cadena
polipeptidica de la region constante de la cadena pesada del anticuerpo comprende una
sustitucion Y349C con respecto a la SEQ ID NO: 21; y la otra cadena polipeptidica de la
region constante de la cadena pesada del anticuerpo comprende una sustitucion S354C con
respecto a la SEQ ID NO: 21, numerada segtn el sistema de numeracion de la UE.

[0025] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un conjugado anticuerpo-
farmaco que comprende una proteina descrita en el presente documento y un resto de
farmaco. En determinadas modalidades, el resto de fairmaco se selecciona del grupo que
consiste en auristatina, N-acetil-y caliqueamicina, maitansinoide, pirrolobenzodiazepina y
SN-38.

[0026] En otro aspecto, la presente invencién proporciona una inmunocitoquina que
comprende un sitio de unién a antigeno descrito en este documento y una citoquina. En
determinadas modalidades, la citoquina se selecciona del grupo que consiste en 1L-2, IL-4,
IL-10, IL-12, IL-15, TNF e IFNa.

[0027] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un acoplador de células T
biespecifico que comprende un sitio de unioén a antigeno descrito en el presente documento

y un sitio de unién a antigeno que se une a CD3.
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[0028] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un receptor de antigeno
quimérico (CAR) que comprende:

(a) el sitio de union al antigeno descrito en este documento;

(b) un dominio transmembrana; y

(c) un dominio de senalizacion intracelular.
[0029] En determinadas modalidades, el dominio transmembrana se selecciona de las
regiones transmembrana de la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3
epsilon, CD45, CD4, CDS5, CDS8, CD9, CD16, CD22, FLT3, CD37, CD64, CD80, CD86,
CD134, CDI137, CD152 y CDI154. En determinadas modalidades, el dominio de
sefalizacion intracelular comprende un dominio de sefializacion primario que comprende un
dominio de sefializacion funcional de CD3 zeta, FcR gamma comun (FCER1G), Fc gamma
RIla, FcR beta (Fc Epsilon R1b), CD3 gamma, CD3 delta, CD3 epsilon, CD79a, CD79b,
DAP10 y DAPI12. En determinadas modalidades, el dominio de sefializacion intracelular
comprende ademas un dominio de sefalizacion coestimulador que comprende un dominio
de sefalizacion funcional de un receptor coestimulador. En ciertas modalidades, el receptor
coestimulador se selecciona del grupo que consiste en OX40, CD27, CD28, CD30, CD40,
PD-1, CD2, CD7, CD258, NKG2C, B7-H3, un ligando que se une a CD83, ICAM-1 , LFA-
1 (CD11a/CD18), ICOS y 4-1BB (CD137), o cualquier combinacion de los mismos.
[0030] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un acido nucleico aislado
que codifica un CAR descrito en el presente documento.
[0031] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un vector de expresion que
comprende un acido nucleico aislado descrito en este documento.
[0032] En otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula efectora
inmunitaria que comprende un acido nucleico o vector de expresion descrito en el presente
documento.
[0033] En otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula efectora
inmunitaria que expresa un CAR descrito en el presente documento. En determinadas
modalidades, la célula efectora inmunitaria es una célula T. En determinadas modalidades,
la célula T es un CD8* Célula T, un CD4" Célula T o una célula NKT. En determinadas
modalidades, la célula efectora inmunitaria es una célula NK.
[0034] En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion
farmacéutica que comprende una proteina, un conjugado de anticuerpo-farmaco,
inmunocitocina, activador de células T biespecificas o célula efectora inmunitaria descrita

en el presente documento; y un portador farmacéuticamente aceptable.
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[0035] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para tratar el
cancer, comprendiendo el método administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
eficaz de una proteina, conjugado anticuerpo-farmaco, inmunocitoquina, activador de
células T biespecificas, células efectoras inmunitarias o firmacos composicion descrita en el
presente documento.
[0036] En determinadas modalidades, el cancer es una neoplasia maligna
hematologica. En ciertas modalidades, la neoplasia maligna hematologica es leucemia. En
determinadas modalidades, el cancer se selecciona del grupo que consiste en leucemia
micloide aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda (ALL), mielodisplasia, leucemia
linfoblastica T aguda y leucemia promielocitica aguda. En determinadas modalidades, el
cancer expresa FLT3.
[0037] Estos y otros aspectos y ventajas de la invencion se ilustran mediante las
siguientes figuras, descripcion detallada y reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS/FIGURAS
[0038] La invencién puede entenderse mas completamente con referencia a los
siguientes dibujos.
[0039] FIG. 1 es un conjunto de sensogramas que muestran perfiles SPR de

anticuerpos recogidos de los sobrenadantes de hibridomas murinos que se unen a hFLT3.

[0040] FIG. 2 es un conjunto de sensogramas que muestran perfiles SPR de
anticuerpos recogidos de los subclones de mAb murinos que se unen a hFLT3.

[0041] FIG. 3 es un grafico de barras que representa la reduccion de la capacidad de
los anticuerpos candidatos para unirse a las células cancerosas EOL-1 que expresan FLT3
mediante concentraciones saturadas de ligando FLT3 soluble.

[0042] FIG. 4A-4C son graficos de lineas que muestran la uniéon del anticuerpo anti-
FLT3 1158 a las lineas celulares que expresan FLT3 RMA-hFLT3 (FIG. 4A), RMA-cFLT3
(FIG. 4B) y REH (FIG. 4C).

[0043] FIG. 5 es un grafico de lineas que muestra la union del anticuerpo anti-FLT3
1158 a las células MOLM-13, que expresaban FLT3 con la mutacion T227M.

[0044] FIG. 6A-6D son graficos de barras que muestran la lisis mediada por células
NK de las lineas de células cancerosas que expresan FLT3 EOL-1 (FIG. 6A), REH (FIG.
6B), RS4-11 (FIG. 6C) y MV4-11 (FIG. 6D) en presencia de TriNKET F3'-1158 y su
anticuerpo monoclonal parental.

[0045] FIG. 7A-7B son graficos de barras que muestran la fosforilacion de FLT3 por
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TriNKET F3'-1158 y su anticuerpo monoclonal parental en ausencia (FIG. 7A) o presencia
(FIG. 7B) del ligando FLT3.La muestra de ligando FLT3 en la FIG. 7A sirve como control
positivo.

DESCRIPCION DETALLADA
[0046] La presente invencion proporciona sitios de union a antigeno que se unen a
FLT3 humano y opcionalmente se unen a FLT3 de cynomolgus. Estos sitios de unién a
antigeno se unen a varios epitopos en un dominio extracelular de FLT3, y algunos de estos
sitios de unidon a antigenos no compiten con el ligando FLT3 (FLT3L) por dicha union.
Proteinas y conjugados de proteinas que contienen dichos sitios de uniéon a antigenos, por
ejemplo, anticuerpos, conjugados de anticuerpo-farmaco, activadores de células T
biespecificas (BiTE) e inmunocitocinas, asi como células efectoras inmunitarias (p. ej.,
Células T) que expresan una proteina que contiene dicho sitio de unién al antigeno (p. €j.,
un receptor de antigeno quimérico (CAR)), son ttiles para tratar enfermedades asociadas a
FLT3 tales como cancer.
[0047] La presente invencion proporciona proteinas de union a antigenos que se unen
FLT3 sobre una célula cancerosa y composiciones farmacéuticas que comprenden tales
proteinas, y métodos terapéuticos que usan tales proteinas y composiciones farmacéuticas,
incluso para el tratamiento del cancer. En las secciones siguientes se exponen varios
aspectos de la presente invencion;sin embargo, los aspectos de la invencion descritos en una
seccion particular no deben limitarse a ninguna seccion particular.
[0048] Para facilitar la comprension de la presente invencion, a continuacion se
definen varios términos y frases.
[0049] Los términos "un" y "una" como se usan en este documento significan "uno o
mas" e incluyen el plural a menos que el contexto sea inapropiado.
[0050] Como se usa en este documento, el término "sitio de uniéon al antigeno" se
refiere a la parte de la molécula de inmunoglobulina que participa en la union al antigeno.
En los anticuerpos humanos, el sitio de union al antigeno esta formado por residuos de
aminoacidos de las regiones variables N-terminales ("V") de las cadenas pesada ("H") y
ligera ("L").Tres tramos muy divergentes dentro de las regiones V de las cadenas pesada y
ligera se denominan "regiones hipervariables" que se interponen entre tramos flanqueantes
mas conservados conocidos como "regiones marco" o "FR".Por tanto, el término "FR" se
refiere a secuencias de aminoacidos que se encuentran naturalmente entre y adyacentes a
regiones hipervariables en inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo humano, las

tres regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres regiones hipervariables de una
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cadena pesada estan dispuestas entre si en un espacio tridimensional para formar una
superficie de union al antigeno. La superficie de union al antigeno es complementaria a la
superficie tridimensional de un antigeno unido, y las tres regiones hipervariables de cada
una de las cadenas pesada y ligera se denominan 'regiones determinantes de
complementariedad" o "CDR". En ciertos animales, como los camellos y los peces
cartilaginosos, el sitio de union al antigeno esta formado por una Unica cadena de
anticuerpos que proporciona un "anticuerpo de dominio Unico". Los sitios de union al
antigeno pueden existir en un anticuerpo intacto, en un fragmento de union al antigeno de
un anticuerpo que retiene la superficie de union al antigeno, o en un polipéptido
recombinante como un scFv, usando un enlazador peptidico para conectar el dominio
variable de la cadena pesada a el dominio variable de la cadena ligera en un solo
polipéptido. Todas las posiciones de aminodcidos en las regiones variables de cadena
pesada o ligera descritas en el presente documento estan numeradas segin la numeracion de
Kabat.

[0051] Las CDR de un sitio de unién a antigeno se pueden determinar mediante los
métodos descritos en Kabat er al., J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) y Kabat et al.,
Secuencias de proteina de interés inmunoldgico.(1991), Chothia y col., J. Mol. Biol. 196:
901-917 (1987) y MacCallum y col., J. Mol. Biol. 262: 732 - 745 (1996). Las CDR
determinadas bajo estas definiciones tipicamente incluyen superposiciones o subconjuntos
de residuos de aminoacidos cuando se comparan entre si. En determinadas modalidades, el
término "CDR" es una CDR como la definen MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262: 732-745
(1996) y Martin A., Secuencia de proteinas y andlisis de estructura de dominios variables de
anticuerpos, en Antibody Engineering, Kontermann y Dubel, eds., Capitulo 31, pags. 422-
439, Springer-Verlag, Berlin (2001 ). En determinadas modalidades, el término "CDR" es
una CDR como la definen Kabat et al., J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) y Kabat et al.,
Secuencias de proteina de interés inmunologico.(1991). En determinadas modalidades, las
CDR de cadena pesada y las CDR de cadena ligera de un anticuerpo se definen usando
diferentes convenciones. Por ejemplo, en determinadas modalidades, las CDR de cadena
pesada se definen segun MacCallum (supra), y las CDR ligeras se definen segun Kabat
(supra).CDRH1, CDRH2 y CDRH3 denotan las CDR de cadena pesada, y CDRL1, CDRL2
y CDRL3 denotan las CDR de cadena ligera.

[0052] Como se usa en este documento, los términos "sujeto" y "paciente" se refieren
a un organismo a ser tratado mediante los métodos y composiciones descritos en este

documento. Tales organismos preferiblemente incluyen, pero no se limitan a, mamiferos (p.
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ej., murinos, simios, equi-nos, bovinos, porcinos, caninos, felinos y similares), y mas
preferiblemente incluyen humanos.

[0053] Como se usa en este documento, el término "cantidad efectiva" se refiere a la
cantidad de un compuesto (p. ¢j., un compuesto de la presente invencion) suficiente para
lograr resultados beneficiosos o deseados. Se puede administrar una cantidad efectiva en
una o mas administraciones, aplicaciones o dosis y no se pretende que se limite a una
formulacion o via de administracion particular. Como se usa en este documento, el término
"tratamiento" incluye cualquier efecto, p. ej., disminuir, reducir, modular, mejorar o
eliminar, que da como resultado la mejora de la afeccion, enfermedad, trastorno y similares,
o mejorar uno de sus sintomas.

[0054] Como se usa en este documento, el término "composicion farmacéutica" se
refiere a la combi-nacion de un agente activo con un vehiculo, inerte o activo, lo que hace
que la composicion sea especialmente adecuada para uso diagnéstico o terapéutico. in vivo
0 ex vivo.

[0055] Como se usa en el presente documento, el término "vehiculo
farmacéuticamente aceptable”" se refiere a cualquiera de los vehiculos farmacéuticos
estandar, como una solucidn salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones (p. €j., como
emulsiones de aceite/agua o agua/aceite) y varios tipos de agentes humectantes. Las
composiciones también pueden incluir estabilizantes y conservantes. Para ejemplos de
vehiculos, estabilizadores y adyuvantes, ver p. ej., Martin, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 15* Ed., Mack Publ. Co., Easton, PA [1975].

[0056] Como se usa en este documento, el término "sal farmacéuticamente aceptable”
se refiere a cualquier sal farmacéuticamente aceptable (p. ¢j., acido o base) de un compuesto
de la presente invencion que, tras la administracion a un sujeto, es capaz de proporcionar un
compuesto de esta invencion o un metabolito activo o residuo del mismo.Como saben los
expertos en la técnica, las "sales" de los compuestos de la presente invencion pueden
derivarse de acidos y bases inorganicos u organicos. Los acidos ejemplares incluyen, pero
no se limitan a, clorhidrico, bromhidrico, sulfarico, nitrico, perclérico, fumarico, maleico,
fosforico, glicolico, lactico, salicilico, succinico, tolueno-p-sulfonico, tartarico, acético,
citrico, metanosulfonico, etanosulfénico, formico, benzoico, malonico, naftaleno-2-
sulfonico, acido bencenosulfonico y similares. Otros acidos, tales como el oxalico, aunque
no son farmacéuticamente aceptables en si mismos, pueden emplearse en la preparacion de
sales utiles como intermediarios para obtener los compuestos de la presente invencion y sus

sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables.
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[0057] Las bases ejemplares incluyen, pero no se limitan a, metales alcalinos (p. ej.,
sodio) hidroxidos, metales alcalinotérreos (p. ej., magnesio) hidroxidos, amoniaco y
compuestos de formula NW4*, donde W es Ci.4 alquilo y similares.

[0058] Las sales ejemplares incluyen, pero no se limitan a: acetato, adipato, alginato,
aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, canforato,
canforsulfonato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato,
fumarato, fluctoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato,
hidrocloruro hidrobromuro, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato,
metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, oxalato, palmoato, pectinato, persulfato,
fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato,
undecanoato y similares. Otros ejemplos de sales incluyen aniones de los compuestos de la
presente invencion compuestos con un cation adecuado como Na“, NHs'y NW4" (donde W
es una Ci4 grupo alquilo) y similares.

[0059] Para uso terapéutico, se contempla que las sales de los compuestos de la
presente invencion sean farmacéuticamente aceptables. Sin embargo, las sales de acidos y
bases que no son farmacéuticamente aceptables también pueden encontrar uso, por ejemplo,
en la preparacion o purificacion de un compuesto farmacéuticamente aceptable.

[0060] Tal como se usa en el presente documento, "FLT3" (también conocido como
FLK2, STK1 o CDI135) se refiere a la proteina de Uniprot Accession No.P36888 e
isoformas relacionadas.

[0061] Como se usa en este documento, "FLT3L" (también conocido como ligando
FLT3) se refiere a la proteina de Uniprot Accession No.P49771 e isoformas relacionadas.
[0062] A lo largo de la descripcion, cuando se describe que las composiciones tienen,
incluyen o comprenden componentes especificos, o cuando se describen procesos y
métodos que tienen, que incluyen o comprenden etapas especificas, se contempla que,
ademas, hay composiciones de la presente invencion que consisten esencialmente en, o
consisten en, los componentes enumerados, y que existen procesos y métodos de acuerdo
con la presente invencion que consisten esencialmente en, o consisten en, las etapas de
procesamiento enumeradas.

[0063] Como cuestion general, las composiciones que especifican un porcentaje son
en peso a menos que se especifique lo contrario. Ademads, si una variable no esta
acompafiada de una definicion, entonces la definicion previa de la variable controla.

[0064] Varias caracteristicas y aspectos de la invencion se comentan con mas detalle

a continuacion.
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L. Sitio de union al antigeno
[0065] En un aspecto, la presente invencion proporciona un sitio de union a antigeno
que se une a FLT3 humano. Las secuencias VH, VL, CDR y scFv de sitios de union a
antigenos ejemplares se enumeran en la Tabla 1. Las secuencias de CDR se identifican
segun el esquema de numeracion de Chothia.

Tabla 1: Secuencias de sitios de union a antigenos ejemplares que se unen a FLT3

Clon VH VL

12H10.G7 | EVQLQESGPELVKPGASVKM | NIVLTQSPASLAVSLGQRATISC
SCKASGYTFTRYVMHWVKQ | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
RPGQGLEWIGFINPYNDDTKY | QPPKLLIYLASNLESGVPARFSG
NEKFKGKATLTSDKSSSTAY | SGSRSDFTLTIDPVEADDAATYY
MELSSLTSEDSAVYHCARWR | CQQNNEEPWTFGGGTKLEIK
QLGSLDSWGQGTTLTVSS [SEQ ID NO:2]

[SEQ ID NO:1]
CDRI: RASESVDTYGSSFVH
CDRI1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]

NO:11]
CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]

CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID

NO:8]
CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID
NO:5]

Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPASLAVSLGERATINC
12H10. G7 SCKASGYTFTRYVMHWVRQ | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
GB87/GB95 | APGQRLEWMGFINPYNDDTK | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG

(mutaciones | YNEKFKGRVTITSDTSASTAY | SGSRTDFTLTISSLQAEDAATYY
posteriores MELSSLRSEDTAVYHCARWR | CQOQNNEEPWTFGGGTKVEIK

en VHy VL | QLGSLDSWGQGTTVTVSS [SEQ ID NO:10]

subrayadas) | [SEQ ID NO:9]
CDR1: RASESVDTYGSSFVH

CDR1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]
NO:11]
CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID

NO:4] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:§]
CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID
NO:5]
scFv de GB87 (VH-VL):
12H10
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPG
G7 QCLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSL

GB87/GB95 | RSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG
GGGSGGGGSDIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSF
VHWYQOQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSL
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Clon

VH VL

QAEDAATYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK
[SEQ ID NO:3]

GB95 (VL-VH):

DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYY
CQONNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLE
WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDT
AVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

[SEQ ID NO:12]
Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPASLAVSLGERATINC
12H10. G7 SCKASGYTFTRYVMHWVRQ | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
GB88/GB96 | APGQRLEWMGFINPYNDDTK | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
(mutaciones | YNEKFKGRVTITRDTSASTAY | SGSRTDFTLTISSLQAEDAATYY
posteriores MELSSLRSEDTAVYHCARWR | CQQNNEEPWTFGGGTKVEIK
en VHy VL | QLGSLDSWGQGTTVTVSS [SEQ ID NO:10]
subrayadas) [SEQ ID NO:13]
CDR1: RASESVDTYGSSFVH
CDRI1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]
NO:11]
CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:§]
CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID
NO:5]
scFv de GB88 (VH-VL):
12H10
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPG
G7 QCLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSL
GB88/GB96 | RSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG

GGGSGGGGSDIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSF
VHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSL
QAEDAATYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:15]

GB96 (VL-VH):

DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYY
CQONNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLE
WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSED
TAVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS
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Clon

VH VL

[SEQ ID NO:16]

Humanizado

QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPASLAVSLGERATINC

12H10. G7 SCKASGYTFTRYVMHWVRQ | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
GB89/GB97 | APGQRLEWMGFINPYNDDTK | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
(mutaciones | YNEKFKGRVTITSDTSASTAY | SGSRTDFTLTISSLQAEDAATYY
posteriores MELSSLRSEDTAVYYCARWR | CQOQNNEEPWTFGGGTKVEIK
en VHy VL | QLGSLDSWGQGTTVTVSS [SEQ ID NO:10]
subrayadas) | [SEQ ID NO:17]
CDR1: RASESVDTYGSSFVH
CDRI1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]
NO:11]
CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:8§]
CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID
NO:5]
scFv de GB89 (VH-VL):
12H10

humanizado.
G7
GB&9/GB97

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPG
QCLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSL
RSEDTAVYYCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG
GGGSGGGGSDIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSF
VHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSL
QAEDAATYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:19]

GB97 (VL-VH):

DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYY
CQONNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLE
WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

Humanizado
12H10. G7
GB90/GB98
(mutaciones
posteriores
en VHy VL
subrayadas)

[SEQ ID NO:20]

QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
SCKASGYTFTRYVMHWVRQ | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
APGQRLEWMGFINPYNDDTK | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
YNEKFKGRVTITSDTSASTAY | SGSRTDFTLTISSLQAEDAATYY
MELSSLRSEDTAVYHCARWR | CQQNNEEPWTFGGGTKVEIK
QLGSLDSWGQGTTVTVSS [SEQ ID NO:22]

[SEQ ID NO:9]

CDRI1: GYTFTRY [SEQ ID CDR1: RASESVDTYGSSFVH
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Clon VH VL
NO:11] [SEQ ID NO:6]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
NO:4]
CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
CDR3: WRQLGSLDS [SEQID | NO:8]
NO:5]
scFv de GB90 (VH-VL):
12H10
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPG
G7 QCLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSL
GB90/GB98 | RSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG

GGGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSF
VHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSL
QAEDAATYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:23]

GB98 (VL-VH):

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYY
CQONNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLE
WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDT
AVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

[SEQ ID NO:24]
Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPASLAVSLGERATINC
12H10. G7 SCKASGYTFTRYVMHWVRQ | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
GB91/GB99 | APGQRLEWMGFINPYNDDTK | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
(mutaciones | YNEKFKGRVTITSDTSASTAY | SGSGTDFTLTISSLQAEDAATYY
posteriores MELSSLRSEDTAVYHCARWR | CQQNNEEPWTFGGGTKVEIK
en VHy VL | QLGSLDSWGQGTTVTVSS [SEQ ID NO:26]
subrayadas) | [SEQ ID NO:9]
CDRI1: GYTFTRY [SEQ ID
NO:11] CDR1: RASESVDTYGSSFVH
[SEQ ID NO:6]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR3: WRQLGSLDS [SEQID | CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:5] NO:g]
scFv de GB91 (VH-VL):
12H10
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPG
G7 QCLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSL

RSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG
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Clon

VH VL

GB91/GB9%9

GGGSGGGGSDIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSF
VHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
QAEDAATYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:27]

GB99 (VL-VH):

DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDAATYY
CQONNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLE
WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDT
AVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

[SEQ ID NO:28]
Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPASLAVSLGERATINC
12H10. G7 SCKASGYTFTRYVMHWVRQ | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
GB92/GB10 | APGQRLEWMGFINPYNDDTK | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
0 YNEKFKGRVTITSDTSASTAY | SGSRTDFTLTISSLQAEDVATYY
(mutaciones | MELSSLRSEDTAVYHCARWR | CQOQNNEEPWTFGGGTKVEIK
posteriores QLGSLDSWGQGTTVTVSS [SEQ ID NO:30]
en VHy VL | [SEQ ID NO:9]
subrayadas) CDR1: RASESVDTYGSSFVH

CDRI1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]

NO:11]

CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:8]

CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID

NO:5]
scFv de GB92 (VH-VL):
12H10
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPG
G7 QCLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSL
GB92/GB10 | RSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG

0

GGGSGGGGSDIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSF
VHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSL
QAEDVATYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:31]

GB100 (VL-VH):

DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDVATYY

CQONNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLE
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Clon

VH VL

WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDT
AVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTV

[SEQ ID NO:32]
Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPASLAVSLGERATINC
12H10. G7 SCKASGYTFTRYVMHWVRQ | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
GB93/GB10 | APGQRLEWMGFINPYNDDTK | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
1 YNEKFKGRVTITSDTSASTAY | SGSRTDFTLTISSLQAEDAAVYY
(mutaciones | MELSSLRSEDTAVYHCARWR | CQQNNEEPWTFGGGTKVEIK
posteriores QLGSLDSWGQGTTVTVSS [SEQ ID NO:34]
en VHy VL | [SEQ ID NO:9]
subrayadas) CDRI1: RASESVDTYGSSFVH

CDR1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]

NO:11]

CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:§]

CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID

NO:5]
scFv de GB93 (VH-VL):
12H10
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPG
G7 QCLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSL
GB93/GB10 | RSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG

|

GGGSGGGGSDIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSF
VHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSL
QAEDAAVYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:35]

GB101 (VL-VH):

DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAAVYY

CQQNNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ

LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRY VMHWVRQAPGQCLE
WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDT
AVYHCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

[SEQ ID NO:36]

Humanizado
12H10. G7
GB94/GB10
2

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTRYVMHWVRQ
APGQRLEWMGFINPYNDDTK
YNEKFKGRVTITRDTSASTAY
MELSSLRSEDTAVYYCARWR
QLGSLDSWGQGTTVTVSS
[SEQ ID NO:37]

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
SGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
CQQNNEEPWTFGGGTKVEIK
[SEQ ID NO:38]

CDR1: RASESVDTYGSSFVH
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Numero de expediente: 14247-473-228

Clon VH VL
CDR1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]
NO:11]
CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:8]
CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID
NO:5]
scFv de GBY%4 (VH-VL):
12H10
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPG
G7 QCLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSL
GB94/GB10 | RSEDTAVYYCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG

2 GGGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSF
VHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
QAEDVAVYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:39]

GB102 (VL-VH):

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
CQONNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLE
WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSED
TAVYYCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

[SEQ ID NO:40]
Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
12H10. G7 SCKASGYTFTRYVMHWVRQ | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
GB102 APGQRLEWMGFINPYNDDTK | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
DI101E YNEKFKGRVTITRDTSASTAY | SGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
MELSSLRSEDTAVYYCARWR | CQQNNEEPWTFGCGTKVEIK
QLGSLESWGQGTTVTVSS
[SEQ ID NO:42]
[SEQ ID NO:41]
CDR1: RASESVDTYGSSFVH
CDR1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]
NO:11]
CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:8]
CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID
NO:5]
scFv de VH-VL:
12H10 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPG
humanizado. | QCLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSL
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Clon VH VL
G7 GB102 RSEDTAVYYCARWRQLGSLESWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG
DIOIE GGGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSF

VHWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
QAEDVAVYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:43]
VL-VH:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
CQQNNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRY VMHWVRQAPGQCLE
WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSED
TAVYYCARWRQLGSLESWGQGTTVTVSS

[SEQ ID NO:44]
Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
12H10. G7 SCKASGYTFTRYVIHWVRQA | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
GB102 M341 | PGQRLEWMGFINPYNDDTKY | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
NEKFKGRVTITRDTSASTAY SGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
MELSSLRSEDTAVYYCARWR | CQQNNEEPWTFGCGTKVEIK
QLGSLDSWGQGTTVTVSS
[SEQ ID NO:42]
[SEQ ID NO:45]
CDR1: RASESVDTYGSSFVH
CDR1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]
NO:11]
CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR3: QONNEEPWT [SEQ ID
NO:§]
CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID
NO:5]
scFv de VH-VL:
12H10
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVIHWVRQAPGQ
G7 GB102 CLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRS
M341 EDTAVYYCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGG

GGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFV
HWYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
AEDVAVYYCQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:47]
VL-VH:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
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CQONNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVIHWVRQAPGQCLE

WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSED
TAVYYCARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

[SEQ ID NO:48]
Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
12H10. G7 SCKASGYTFTRYVIHWVRQA | RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
GB102 PGQRLEWMGFINPYNDDTKY | QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
M341/D101E | NEKFKGRVTITRDTSASTAY SGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
MELSSLRSEDTAVYYCARWR | CQQNNEEPWTFGCGTKVEIK
QLGSLESWGQGTTVTVSS
[SEQ ID NO:42]
[SEQ ID NO:49]
CDR1: RASESVDTYGSSFVH
CDR1: GYTFTRY [SEQ ID [SEQ ID NO:6]
NO:11]
CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:§]
CDR3: WRQLGSLES [SEQ ID
NO:50]
scFv de VH-VL:
12H10
humanizado. | QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVIHWVRQAPGQ
G7 GB102 CLEWMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRS
M34I/D101E | EDTAVYYCARWRQLGSLESWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGG

GSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVH
WYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA
EDVAVYYCQOQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:51]

VL-VH:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
CQONNEEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQ
LVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVIHWVRQAPGQCLE
WMGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSED
TAVYYCARWRQLGSLESWGQGTTVTVSS

[SEQ ID NO:52]

Humanizado
12H10.
Consenso del

QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV
SCKASGYTFTRYVX;HWVRQ

APGQRLEWMGFINPYNDDTK
YNEKFKGRVTITRDTSASTAY

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG

SGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
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G71 MELSSLRSEDTAVYYCARWR | CQONNEEPWTFGCGTKVEIK
QLGSLXoSWGQGTTVTVSS
[SEQ ID NO:42]

where XjisMor ], and X2 is E or
D

[SEQ ID NO:53]

CDRI1: GYTFTRY [SEQ ID
NO:11]

CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4]

CDR3: WRQLGSLXS, where X
is E or D [SEQ ID NO:55]

CDR1: RASESVDTYGSSFVH
[SEQ ID NO:6]

CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]

CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:8]

Humanizado
12H10.
Consenso del
G72

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTRY VMHWVRQ
APGQRLEWMGFINPYNDDTK
YNEKFKGRVTITX;DTSASTA
YMELSSLRSEDTAVYX>CAR
WRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

where X118 Sor R, and X218 Y or
H

[SEQ ID NO:56]

CDR1: GYTFTRY [SEQ ID
NO:11]

CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4]

CDR3: WRQLGSLDS [SEQ ID
NO:5]

DIVMTQSPX;SLAVSLGERATIN
CRASESVDTYGSSFVHWYQQKP
GQPPKLLIYLASNLESGVPDREFS
GSGSXoTDFTLTISSLQAEDX3AX
4sYYCQQNNEEPWTFGGGTKVEI
K

where X;is A or D, Xz is R or G,
and Xzis AorV, and X4is Tor V

[SEQ ID NO:57]

CDR1: RASESVDTYGSSFVH
[SEQ ID NO:6]

CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]

CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:8]

Humanizado
12H10.
Consenso del
G73

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTRYVXiHWVRQ
APGQCLEWMGFINPYNDDTK
YNEKFKGRVTITRDTSASTAY
MELSSLRSEDTAVYYCARWR
QLGSLXoSWGQGTTVTVSS

where X1 is M or I, and X; is E or
D

[SEQ ID NO:58]

CDR1: GYTFTRY [SEQ ID

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
RASESVDTYGSSFVHWYQQKPG
QPPKLLIYLASNLESGVPDRFSG
SGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYY
CQQNNEEPWTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:42]

CDR1: RASESVDTYGSSFVH
[SEQ ID NO:6]

CDR2: LASNLES [SEQ ID NO:7]
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Clon VH VL
NO:11] CDR3: QQNNEEPWT [SEQ ID
NO:8]

CDR2: NPYNDD [SEQ ID
NO:4]

CDR3: WRQLGSLXS, where X
is E or D [SEQ ID NO:55]

14A5.E8 EVQLQESGAELVQPGASVRL | QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTC
SCKASGYTFTSYWINWVKQR | SASSSVSYMHWYQQKSGTSPKR
PGQGLEWIGNIYPGSSIINYNE | WIYDTSKLASGVPARFSGSGSGT
NFKNRATLTVDTSSSTAYMQ | SYSLTISSMEAEDAATYYCQQW
LSSLTSDDSAVYYCARRVVY | TSKSPTFGGGTKLEIK
LYFDYWGQGTTLTVSS [SEQ | [SEQ ID NO:61]

ID NO:60]

CDR1: SASSSVSYMH [SEQ ID
CDRI1: GYTFTSY [SEQ ID NO:65]
NO:62]

CDR2: DTSKLAS [SEQ ID NO:66]

CDR2: YPGSSI [SEQ ID NO:63]
CDR3: QQWTSKSPT [SEQ ID

CDR3: RVVYLYFDY [SEQID | NO:67]
NO:64]

Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | EIVLTQSPATLSLSPGEKATLSCS
14A5. E8 SCKVSGYTFTSYWINWVRQR | ASSSVSYMHWYQQKPGQAPRL

1551/1552 | PGKGLEWMGNIYPGSSIINYN | LITYDTSKLASGIPARFSGSGSGTS
(mutaciones | ENFKNRVTMTVDTSSDTAYM | FTLTISSLEPEDAAVYYCQQWTS
posteriores | ELSSLRSEDTAVYYCARRVV | KSPTFGGGTKVEIK [SEQ ID

en VHy VL | YLYFDYWGQGTLVTVSS NO:69]

subrayadas) [SEQ ID NO:68]
CDR1: SASSSVSYMH [SEQ ID

CDR1: GYTFTSY [SEQ ID NO:65]
NO:62]
CDR2: DTSKLAS [SEQ ID NO:66]

CDR2: YPGSSI [SEQ ID NO:63]
CDR3: QQWTSKSPT [SEQ ID

CDR3: RVVYLYFDY [SEQID | NO:67]

NO:64]
scFv de 1551 (VH-VL):
14A5
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTFTSYWINWVRQRPGK
E8 CLEWMGNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTVDTSSDTAYMELSSLRS

1551/1552 | EDTAVYYCARRVVYLYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGEKATLSCSASSSVSYMHWYQQ
KPGQAPRLLIYDTSKLASGIPARFSGSGSGTSFTLTISSLEPEDAAV
YYCQQWTSKSPTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:70]
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1552 (VL-VH):

EIVLTQSPATLSLSPGEKATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRL
LIYDTSKLASGIPARFSGSGSGTSFTLTISSLEPEDAAVYYCQQWTS
KSPTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAE
VKKPGASVKVSCKVSGYTFTSYWINWVRQRPGKCLEWMGNIYP
GSSIINYNENFKNRVTMTVDTSSDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
RVVYLYFDYWGQGTLVTVSS

[SEQ ID NO:71]

QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCS
SCKVSGYTFTSYWINWVRQA | ASSSVSYMHWYQQKPGQAPRL
PGKGLEWMGNIYPGSSIINYN | LIYDTSKLASGIPARFSGSGSGTD
ENFKNRVTMTEDTSTDTAYM | FTLTISSLEPEDFAVYYCQQWTS
ELSSLRSEDTAVYYCARRVV | KSPTFGGGTKVEIK [SEQ ID

YLYFDYWGQGTLVTVSS NO:73]
[SEQ ID NO:72]
CDR1: SASSSVSYMH [SEQ ID
CDRI1: GYTFTSY [SEQ ID NO:65]
NO:62]

CDR2: DTSKLAS [SEQ ID NO:66]

CDR2: YPGSSI [SEQ ID NO:63]
CDR3: QQWTSKSPT [SEQ ID

CDR3: RVVYLYFDY [SEQID | NO:67]

NO:64]
scFv de 1553 (VH-VL):
14A5
humanizado. | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTFTSYWINWVRQAPGK
E8 CLEWMGNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRS

1553/1554 | EDTAVYYCARRVVYLYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQ
KPGQAPRLLIYDTSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAV
YYCQQWTSKSPTFGCGTKVEIK

[SEQ ID NO:74]

1554 (VL-VH):

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRL

LIYDTSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWTS
KSPTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAE
VKKPGASVKVSCKVSGYTFTSYWINWVRQAPGKCLEWMGNIYP

GSSIINYNENFKNRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
RVVYLYFDYWGQGTLVTVSS

[SEQ ID NO:75]

Humanizado | QVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCS
14A5. ER SCKVSGYTFPYYWINWVRQA | ASSSVSYIHWYQQKPGQAPRLLI
1689 PGKGLEWMGNIYPGSSIINYN | YDTSKLASGIPARFSGSGSGTDF

(afinidad ENFKNRVTMTEDTSTDTAYM | TLTISSLEPEDFAVYYCQQWTSK
madurada a ELSSLRSEDTAVYYCARRNYV
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partir de YLTFDYWGQGTLVTVSS SPTFGGGTKVEIK
1553)
[SEQ ID NO:76] [SEQ ID NO:77]
CDR1: GYTFPYY [SEQ ID CDRI1: SASSSVSYIH [SEQ ID
NO:78] NO:80]
CDR2: YPGSSI [SEQ ID NO:63] | CDR2: DTSKLAS [SEQ ID NO:66]
CDR3: RNVYLTFDY [SEQ ID CDR3: QQWTSKSPT [SEQ ID
NO:79] NO:67]
scFv de VH-VL:
14A5
humanizado. | QVQOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTFPYYWINWVRQAPGK
ER 1689 CLEWMGNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRS
(afinidad EDTAVYYCARRNVYLTFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGG
maduradaa | GSGGGGS
partir de EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYIHWYQQKPGQAPRLLI
1553) YDTSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWTSK

SPTFGCGTKVEIK
[SEQ ID NO:81]
VL-VH:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYIHWYQQKPGQAPRLLI
YDTSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWTSK
SPTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEV
KKPGASVKVSCKVSGYTFPYYWINWVRQAPGKCLEWMGNIYPG
SSIINYNENFKNRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCARR

NVYLTFDYWGQGTLVTVSS

[SEQ ID NO:82]

Humanizado
14A5.
Consenso E8

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKVSGYTFX1X2YWINWVRQ
X3PGKX4LEWMGNIYPGSSIIN
YNENFKNRVTMTX;sDTSX¢DT
AYMELSSLRSEDTAVYYCAR
RX7VYLXsFDYWGQGTLVTV
SS

where XiisPor T, XoisSorY,
XzisAorR, Xsis Cor G, Xsis V
orE, XsisSorT, X7isNorV,
and Xgis TorY

[SEQ ID NO:29]

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCS
ASSSVSYXHWYQQKPGQAPRLL
IYDTSKLASGIPARFSGSGSGTDF
TLTISSLEPEDFAVYYCQQWTSK
SPTFGGGTKVEIK

where X is M or [
[SEQ ID NO:84]

CDR1: SASSSVSYXH, wherein X
is Mor I [SEQ ID NO:86]

CDR2: DTSKLAS [SEQ ID NO:66]
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Clon

VH

VL

CDR1: GYTFX;X2Y, where X1
isPorT,and X>is Sor Y [SEQ
ID NO:59]

CDR2: YPGSSI [SEQ ID NO:63]

CDR3: RX;VYLX,FDY, where
XiisNorV,and XpisTorY
[SEQ ID NO:54]

CDR3: QQWTSKSPT [SEQ ID
NO:67]

11F4.B9

EVQLQESGPELVKPGASVKIS
CKASGYSFTGYYIHWVKQGP
EKSLEWIGEIIPSTGSTIYNQK
FKAKATLTVDKSSSTAYLQL
KSLTSEDSAVYYCERWGDYY
GRDYWGQGTSVTVSS

[SEQ ID NO:85]

CDR1: GYSFTGY [SEQ ID
NO:87]

CDR2: IPSTGS [SEQ ID NO:88]

CDR3: WGDYYGRDY [SEQ ID
NO:89]

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISC
RASESVDIYGNSFMHWYQQKPG
QPPKLLIYRASNLESGIPARFSGS
GSRTDFTLTINPVEADDVATYY
CQQSNEDPRTFGGGTKLEIK
[SEQ ID NO:90]

CDR1: RASESVDIYGNSFMH
[SEQ ID NO:91]

CDR2: RASNLES [SEQ ID NO:92]

CDR3: QQSNEDPRT [SEQ ID
NO0:93]

Humanizado

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV

DIVMTQSPASLAVSLGERATINC

11F4. B9 SCKASGYSFTGYYIHWVRQG | RASESVDIYGNSFMHWYQQKPG
(mutaciones | PGQGLEWMGEIIPSTGSTIYA | QPPKLLIYRASNLESGVPDRFSG
posteriores QKFQGRVTMTRDTSTSTVYM | SGSRTDFTLTINSLQAEDVATYY
subrayadas) | ELSSLRSEDTAVYYCERWGD | CQQSNEDPRTFGGGTKVEIK
YYGRDYWGQGTLVTVSS
[SEQ ID NO:94]
[SEQ ID NO:14]
CDR1: RASESVDIYGNSFMH
CDR1: GYSFTGY [SEQ ID [SEQ ID NO:91]
NO:87]
CDR2: RASNLES [SEQ ID NO:92]
CDR2: IPSTGS [SEQ ID NO:88]
CDR3: QQSNEDPRT [SEQ ID
CDR3: WGDYYGRDY [SEQ ID | NO:93]
NO:89]
4A4.A3 QVTLKESGPGILQPSQTLSLTC | RIVMTQSPTTMAASPGEKITITCS

SFSGFSLTTYGMGVGWIRQPS
GKGLEWLANIWFNDNKYYN

STLKSRLTISKDTSNNQVFLKI
SSVDTTDTATYYCAQITTVVG
TFDYWGQGSPLTVSP [SEQ ID

ASSSISSTYLHWYQQKPGFSPKL
LIFRTSDLASGVPPRFGGSGSGTS
YSLTIGTMEAEDVATYYCQQGS
SFPRTFGGGTKLEIK

[SEQ ID NO:96]
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NO:95] CDR1: SASSSISSIYLH [SEQ ID
NO:101]
CDR1: GFSLTTYGM [SEQ ID
NO:97] CDR2: RTSDLAS [SEQ ID
NO:102]
CDR2: WENDN [SEQ ID
NO:99] CDR3: QQGSSFPRT [SEQ ID
NO:103]
CDR3: ITTVVGTFDY [SEQ ID
NO:100]
4A4.H7 EVQLQESGPELVKPGASVKIS | DIVLTQSPASLAVSLGQRATISC
CKASGYSFTGYYIHWVKQSP | RASETVDTHGNSFMHWYQQKP
EESLEWIGEIYPNTGITTYNQK | GQPPKLLIYRASNLESGIPARFSG
FTAKATLTVDKSSNTAYMQL | SGSRTDFTLTINPVEADDVATYY
KSLTSEDSAVYYCTRWGDYY | CQQSNEDPRTFGGGTKLEIK
GRDYWGQGTSVTVSS [SEQ ID NO:105]
[SEQ ID NO:104]
CDR1: RASETVDTHGNSFMH
CDR1: GYSFTGY [SEQ ID [SEQ ID NO:106]
NO:87]
CDR2: RASNLES [SEQ ID NO:92]
CDR2: YPNTGI [SEQ ID
NO:98] CDR3: QQSNEDPRT [SEQ ID
NO:93]
CDR3: WGDYYGRDY [SEQ ID
NO:89]
15A11.C8 EVQLQESGGGLVKTGGSRKL | DIQMTQTTSSLSASLGDRVTIRC
SCAASGFTFSDYGMHWVRHT | RASQDITNYLNWYQQKPDGAV
PEKGLEWVVYISSGGNTIFYT | KLLISYTSILQSGVPSRFSGSGSG
DTVKGRFTISRDNAKNTLFLQ | TDYSLTISNLEQGDVATYFCQQ
MTSLRSEDTAVYFCVRQGYY | GSSLPWTFGGGTKLEIK
YAMDYWGQGASVTVSS [SEQ ID NO:108]
[SEQ ID NO:107]
CDR1: RASQDITNYLN [SEQ ID
CDRI1: GFTFSDY [SEQ ID NO:112]
NO:109]
CDR2: YTSILQS [SEQ ID NO:113]
CDR2: SSGGNT [SEQ ID
NO:110] CDR3: QQGSSLPWT [SEQ ID
NO:114]
CDR3: QGYYYAMDY [SEQ ID
NO:111]
12C9.E5 EVQLQESGAELVRPGASVKL | DVVMTQTPLSLSVTIGQPASISC
SCKASGYIFTDYEIHWVKQTP | KSSQSLLYSDGETYLNWLQQRP
VHGLEWIGAIDPETGITAYSQ | GQSPKRLMYQVSKLDPGIPDRFS
KFKGKATLTTDTSSSTAYMEF | GSGSETDFTLKISRVEAEDLGIY
RSLTSEDSAVYYCTRGGLLY | YCLQGTFYPHTFGGGTKLEIK
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WGQGTSVTVSS [SEQ ID NO:116]
[SEQ ID NO:115]
CDR1: KSSQSLLYSDGETYLN
CDRI1: GYIFTDY [SEQ ID [SEQ ID NO:120]
NO:117]
CDR2: QVSKLDP [SEQ ID
CDR2: DPETGI [SEQ ID NO:121]
NO:118]
CDR3: LQGTFYPHT [SEQ ID
CDR3: GGLLY [SEQ ID NO:122]
NO:119]
1A2.A3 EVQLQESGPELVKPGASVKIS | DIVLTQSPASLAVSLGQRATISC
CKASGYSFTGYYIHWVKQSP | RASETVDTHGNSFMHWYQQKP
EESLEWIGEIYPNTGITTYNQK | GQPPKLLIYRASNLESGIPARFSG
FTAKATLTVDKSSNTAYMQL | SGSRTDFTLTINPVEADDVATYY
KSLTSEDSAVYYCTRWGDYY | CQQSNEDPRTFGGGTKLEIK
GRDYWGQGTSVTVSS [SEQ ID NO:124]
[SEQ ID NO:123]
CDRI1: RASETVDTHGNSFMH
CDR1: GYSFTGY [SEQ ID [SEQ ID NO:106]
NO:87]
CDR2: RASNLES [SEQ ID NO:92]
CDR2: YPNTGI [SEQ ID
NO:98] CDR3: QQSNEDPRT [SEQ ID
NO:93]
CDR3: WGDYYGRDY [SEQ ID
NO:8&9]
4H2.E3 EVQLQESGPELVKPGASVKM | GIVMTQTTPSVPVTPGESVSISCR
SCKASGYTFTSYLMHWMKQ | SSKSLLHSNGNTYLYWFLQRPG
KPGQGLEWIGYINPYSDGIKY | QSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSG
NEKFRDKATLTSDKSSNTAY | SGSGTTFTLRISRVEAEDVGVYY
MELSSLTSEDSAVYYCAHSSG | CMQHLEYPFTFGSGTKLEIK
YVGYAMDYWGQGTSVTVSS | [SEQ ID NO:126]
[SEQ ID NO:125]
CDR1: RSSKSLLHSNGNTYLY
CDR1: GYTFTSY [SEQ ID [SEQ ID NO:128]
NO:62]
CDR2: RMSNLAS [SEQ ID
CDR2: NPYSDG [SEQ ID NO:129]
NO:33]
CDR3: MQHLEYPFT [SEQ ID
CDR3: SSGYVGYAMDY [SEQ | NO:130]
ID NO:127]
14H8.E7 EVQLQESGAELVKPGASVKL | QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTC
SCKASGYTFTNYWINWLKQR | SASSSVSYMHWYQQKSGTSPKR
PGQGLEWIGNIYPGSTIINYNE | WIFDTSKLASGVPVRFSGSGSGT
KFKNKATLTVDTSSSTAYMQ | SYSLTITNMETEDAATYYCQQW
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Clon VH VL

LSSLTSDDSAVYYCARRVVY | SSKSPTFGGGTKLEIK [SEQ ID
LYFDSWGQGTTLTVSS NO:83]

[SEQ ID NO:131]
CDR1: SASSSVSYMH [SEQ ID

CDRI1: GYTFTNY [SEQ ID NO:65]

NO:132]
CDR2: DTSKLAS [SEQ ID NO:66]

CDR2: YPGSTI [SEQ ID

NO:133] CDR3: QQWSSKSPT [SEQ ID
NO:46]
CDR3: RVVYLYFDS [SEQ ID
NO:134]
[0066] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente

invencion comprende un dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo (VH) que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntico al VH de
un anticuerpo descrito en la Tabla 1, y un dominio variable de cadena ligera (VL) del
anticuerpo que comprende una secuencia de aminodacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos
el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al
menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntico
al VH del mismo anticuerpo descrito en la Tabla 1. En determinadas modalidades, el sitio
de union al antigeno comprende las cadenas pesadas CDR1, CDR2 y CDRS3 vy las
cadenas ligeras CDR1, CDR2 y CDR3, determinadas bajo Kabat (ver Kabat et al., (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Publicacion del NIH No. 91-3242,
Bethesda), Chothia (ver, por ejemplo, Chothia C & Lesk AM, (1987), J Mol Biol 196: 901-
917), MacCallum (ver MacCallum RM et al., (1996) J Mol Biol 262: 732-745), o cualquier
otro método de determinacion de CDR conocido en la técnica, de las secuencias VH y VL
de un anticuerpo se describe en la Tabla 1. En determinadas modalidades, el sitio de
union al antigeno comprende las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y las CDRA1,
CDR2 y CDR3 de cadena ligera de un anticuerpo descrito en la Tabla 1.

[0067] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con 12H10.G7. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de unién al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos

98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,
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y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos
el 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 2. En
determinadas modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En
determinadas modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En
determinadas modalidades, el sitio de unidén al antigeno comprende (a) un VH que
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y
CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8,
respectivamente.

[0068] En determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con GB87 o GB95. Por ejemplo, en determinadas modalidades,
el sitio de unidn al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al
menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 10. En determinadas modalidades, el VH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL comprende
CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:
6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno
comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente;y (b) una VL
que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union
al antigeno esta presente como un scFv, en el que el scFv comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica ala SEQ ID NO: 3 0 12.

[0069] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente

invencion esta relacionado con GB88 o GB96. Por ejemplo, en determinadas modalidades,
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el sitio de unién al antigeno de la presente invenciéon comprende un VH que comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos
el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al
menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 10. En determinadas modalidades, el
VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union al
antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente;y (b) una VL
que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union
al antigeno esta presente como un scFv, en el que el scFv comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica ala SEQ ID NO: 15 o0 16.

[0070] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con GB89 o GB97. Por ejemplo, en determinadas modalidades,
el sitio de unién al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 17, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos
de al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al
menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %,
al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 10. En determinadas modalidades,
el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de unién al
antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las

secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente;y (b) una VL
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que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de unién
al antigeno esta presente como un scFv, en el que el scFv comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a SEQ ID NO: 19 o 20.

[0071] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con GB90 y GB98. Por ejemplo, en determinadas modalidades,
el sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al
menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 22. En determinadas modalidades, el VH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL comprende
CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:
6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno
comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente;y (b) una VL
que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union
al antigeno esta presente como un scFv, en el que el scFv comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a SEQ ID NO: 23 o 24.

[0072] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con GB91 y GB99. Por ejemplo, en determinadas modalidades,
el sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al

menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
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94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 26. En determinadas modalidades, el VH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL comprende
CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:
6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno
comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente;y (b) una VL
que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de unién
al antigeno esta presente como un scFv, en el que el scFv comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)idéntico a SEQ ID NO: 27 o 28.

[0073] En determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con GB92 o GB100. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 30. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades,
el sitio de union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En
determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno esta presente como un scFv, en el
que el scFv comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %,

al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)
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idéntica a la SEQ ID NO: 31 0 32.

[0074] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con GB93 o GB101. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencién comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 34. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades,
el sitio de union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5
respectivamente; y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En
determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno esta presente como un scFv, en el
que el scFv comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)
idéntica a SEQ ID NO: 35 o 36.

[0075] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con GB94 o GB102. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de unidn al antigeno de la presente invencién comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 38. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de

aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas
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modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades,
el sitio de union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En
determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno esta presente como un scFv, en el
que el scFv comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ej., al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)
idéntica a la SEQ ID NO: 39 o 40.

[0076] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con GB102 D101E. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de unioén al antigeno de la presente invencién comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %,
al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el
98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 42. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades,
el sitio de union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En
determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno esta presente como un scFv, en el
que el scFv comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)
idéntica a SEQ ID NO: 43 0 44.

[0077] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente

invencion esta relacionado con GB102 M34lI. Por ejemplo, en determinadas modalidades,
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el sitio de unién al antigeno de la presente invenciéon comprende un VH que comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 45, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos
de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al
menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %,
al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 42. En determinadas modalidades,
el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union al
antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente;y (b) una VL
que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union
al antigeno esta presente como un scFv, en el que el scFv comprende una secuencia de
aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a SEQ ID NO: 47 o 48.

[0078] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con GB102 M34Il / D101E. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 42. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 50, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades,
el sitio de union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3

que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 50,
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respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En
determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno esta presente como un scFv, en el
que el scFv comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)
idéntica a la SEQ ID NO: 51 0 52.

[0079] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con 12H10.G7 humanizado. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 53, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %,
al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el
98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 42. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 55, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades,
el sitio de unién al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 55,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente.

[0080] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con 12H10.G7 humanizado. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 56, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 57. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
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aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades,
el sitio de union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente.

[0081] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con 12H10.G7 humanizado. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invenciéon comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 58, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %,
al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el
98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 42. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 55, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades,
el sitio de unién al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3
que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 55,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente.

[0082] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con 14A5.E8. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 60, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos
el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al
menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 61. En ciertas modalidades, el VH

comprendeCDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
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SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 65, 66 y 67, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union
al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende
las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente;y (b) una
VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 65, 66 y 67, respectivamente.

[0083] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencién esta relacionado con mAb 1551 o 1552. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invenciéon comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %,
al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el
98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 69. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 65, 66 y 67, respectivamente. En determinadas
modalidades, el sitio de unidén al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 62, 63 y
64, respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende
las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 65, 66 y 67, respectivamente. En
determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno esta presente como un scFv, en el
que el scFv comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)
idéntica ala SEQ ID NO: 70 0 71.

[0084] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con mAb 1553 o 1554. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el

96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 72, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %,
al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el
98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 73. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 62, 63 y 64, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 65, 66 y 67, respectivamente. En determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 62, 63 y
64, respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende
las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 65, 66 y 67, respectivamente. En
determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno esta presente como un scFv, en el
que el scFv comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ej., al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)
idéntica a la SEQ ID NO: 74 o0 75.

[0085] En determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente
invencién esta relacionado con mAb 1689. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de unién al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 76, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos 90 % (p. €j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 77. En determinadas modalidades, el VH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 78, 63 y 79, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 80, 66 y 67, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union
al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende
las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 78, 63 y 79, respectivamente;y (b) una
VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 80, 66 y 67, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de

unidén al antigeno estd presente como un scFv, en el que el scFv comprende una
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secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 81 u 82.

[0086] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con 14A5.E8 humanizado. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 84. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 59, 63 y 54, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 86, 66 y 67, respectivamente. En determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 59, 63 y
54, respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende
las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 86, 66 y 67, respectivamente.

[0087] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencién esta relacionado con 11F4.B9. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ej., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 85, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 90. En determinadas modalidades, el VH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 87, 88 y 89, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las

SEQ ID NO: 91, 92 y 93, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de union
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al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende
las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 87, 88 y 89, respectivamente;y (b) una
VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 91, 92 y 93, respectivamente.

[0088] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencidon esta relacionado con el 11F4.B9 humanizado. Por ejemplo, en determinadas
modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %,
al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el
98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 94. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 87, 88 y 89, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 91, 92 y 93, respectivamente. En determinadas
modalidades, el sitio de unidén al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 87,88 y
89, respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende
las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 91, 92 y 93, respectivamente.

[0089] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencidon esta relacionado con 4A4.A3. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 95, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 96. En determinadas modalidades, el VH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 97, 99 y 100, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las

SEQ ID NO: 101, 102 y 103, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de
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union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que
comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 97, 99 y 100,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 101, 102 y 103, respectivamente.

[0090] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencidon esta relacionado con 4A4.H7. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ej., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 104, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %,
al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el
98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 105. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 87, 98 y 89, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 106, 92 y 93, respectivamente. En determinadas
modalidades, el sitio de unidén al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEC ID N°: 87, 98 y
89, respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende
las secuencias de aminodacidos de las SEQ ID NO: 106, 92 y 93, respectivamente.

[0091] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con 15A11.C8. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 107, y un VL que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %)idéntico a SEQ ID NO: 108. En determi-nadas realizaciones, el VH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 109, 110 y 111, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las

SEQ ID NO: 112, 113 y 114, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de
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union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que
comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 109, 110 y 111,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 112, 113 y 114, respectivamente.

[0092] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion esta relacionado con 12C9.E5. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ej., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 115, y un VL que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 116. En deter-minadas realizaciones, el VH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuen cias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 117, 118 y 119, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 120, 121 y 122, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de
union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que
comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 117, 118 y 119,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 120, 121y 122, respectivamente.

[0093] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencidon esta relacionado con 1A2.A3. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 123, y un VL que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos
el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al
menos el 99 % o el 100 %) idéntica a SEQ ID NO: 124. En determinadas modalidades, el
VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 87, 98, 89, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las

SEQ ID NO: 106, 92, 93, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de unién
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al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende
las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 87, 98, 89, respectivamente;y (b) una
VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 106, 92, 93, respectivamente.

[0094] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencidon esta relacionado con 4H2.E3. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ej., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 125, y un VL que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 126. En determinadas modalidades, el VH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 62, 33 y 127, respectivamente. En determinadas modalidades, la VL
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 128, 129 y 130, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de
union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que
comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 62, 33 y 127,
respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprende las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 128, 129 y 130, respectivamente.

[0095] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencién esta relacionado con 14H8.E7. Por ejemplo, en determinadas modalidades, el
sitio de union al antigeno de la presente invencion comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 131, y una VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %,
al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el
98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la SEQ ID NO: 83. En determinadas
modalidades, el VH comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 132, 133 y 134, respectivamente. En determinadas
modalidades, la VL comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de

aminoacidos de las SEQ ID NO: 65, 66 y 46, respectivamente. En determinadas
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modalidades, el sitio de union al antigeno comprende (a) un VH que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 132,
133 y 134, respectivamente;y (b) una VL que comprende CDR1, CDR2 y CDR3 que
comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 65, 66 y 46,
respectivamente.

[0096] En cada una de las modalidades anteriores, se contempla en el presente
documento que las secuencias VH y / o VL que se unen juntas FLT3 puede contener
alteraciones de aminoacidos (p. ¢j., al menos 1, 2, 3, 4, 5 o 10 sustituciones, deleciones o
adiciones de aminoacidos) en las regiones marco de VH y / o VL sin afectar su capacidad
para unirse a FLT3 de manera significativa.

[0097] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la invencién
anterior se une a FLT3 (p. ¢j., FLT3 humano) con una Ky (es decir, constante de
disociacion) de 1 nM o menos, 5 nM o menos, o 10 nM o0 menos, 15 nM o menos, o 20 nM
o menos, medido por resonancia de plasmon superficial (SPR) (p. €j., usando el método
descrito en el Ejemplo 1 infra) o por interferometria de biocapa (BLI) y / 0 se une a FLT3
de un fluido corporal, tejido y / o célula de un sujeto. En determinadas modalidades,
cualquiera de los anticuerpos aislados anteriores tiene una Ky (es decir, fuera de tarifa,
también llamado Ko) igual o inferiora 1 x 105, 1 x 10, 1 x 103, 5 x 10, 0,01, 0,02 0 0,05
1/ s, medido por SPR (p. ¢j., usando el método descrito en el Ejemplo 1 infra) o por BLI.
[0098] En determinadas modalidades, un sitio de unién a antigeno de la presente
invencion, p. ej., un sitio de unién a antigeno relacionado con 12H10.G7, GB87, GB88,
GB89, GB90, GB91, GB92, GB93, GB94, GB95, GB96, GB97, GB98, GB99, GB100,
GB101, GB102, GB102 M34l, GB102 D101E, GB102 M34l / D101E, o un 12H10.G7
humanizado descrito anteriormente, se une a una variante de FLT3 humana que tiene una
mutacion T227M o la regidén extracelular de la misma. La secuencia de aminoacidos de la
region extracelular de hFLT3-T227M es
NQDLPVIKCVLINHKNNDSSVGKSSSYPMVSESPEDLGCALRPQSSGTVYEAAAVEVDVS
ASITLQVLVDAPGNISCLWVFKHSSLNCQPHFDLQNRGVVSMVILKMTETQAGEYLLFIQS
EATNYTILFTVSIRNTLLYTLRRPYFRKMENQDALVCISESVPEPIVEWVLCDSQGESCKEE
SPAVVKKEEKVLHELFGMDIRCCARNELGRECTRLFTIDLNQTPQTTLPQLFLKVGEPLWI
RCKAVHVNHGFGLTWELENKALEEGNYFEMSTYSTNRTMIRILFAFVSSVARNDTGYYTC
SSSKHPSQSALVTIVEKGFINATNSSEDYEIDQYEEFCFSVRFKAYPQIRCTWTFSRKSFP
CEQKGLDNGYSISKFCNHKHQPGEYIFHAENDDAQFTKMFTLNIRRKPQVLAEASASQAS
CFSDGYPLPSWTWKKCSDKSPNCTEEITEGVWNRKANRKVFGQWVSSSTLNMSEAIKG
FLVKCCAYNSLGTSCETILLNSPGPFPFIQDNIS (SEQ ID NO: 25).

[0099] En determinadas modalidades, un sitio de unién a antigenode la presente
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invencion, p. ej., un sitio de unién a antigeno relacionado con 12H10.G7, GB87, GB88,
GB89, GB90, GB91, GB92, GB93, GB94, GB95, GB96, GB97, GB98, GB99, GB100,
GB101, GB102, GB102 M34l, GB102 D101E, GB102 M34I/D101E, o un 12H10.G7
humanizado descrito anteriormente, se une a una variante de FLT3 humana que tiene una
mutacion ITD o la region extracelular de la misma.La secuencia de aminoacidos de la
region extracelular de hFLT3-ITD es
NQDLPVIKCVLINHKNNDSSVGKSSSYPMVSESPEDLGCALRPQSSGTVYEAAAVEVDVS
ASITLQVLVDAPGNISCLWVFKHSSLNCQPHFDLQNRGVVSMVILKMTETQAGEYLLFIQS

EATNYTILFTVSIRNTLLYTLRRPYFRKMENQDALVCISESVPEPIVEWVLCDSQGESCKEE
SPAVVKKEEKVLHELFGTDIRCCARNELGRECTRLFTIDLNQTPQTTLPQLFLKVGEPLWIR
CKAVHVNHGFGLTWELENKALEEGNYFEMSTYSTNRTMIRILFAFVSSVARNDTGYYTCS
SSKHPSQSALVTIVEKGFINATNSSEDYEIDQYEEFCFSVRFKAYPQIRCTWTFSRKSFPC

EQKGLDNGYSISKFCNHKHQPGEYIFHAENDDAQF TKMFTLNIRRKPQVLAEASASQASC
FSDGYPLPSWTWKKCSDKSPNCTEEITEGVWNRKANRKVFGQWVSSSTLNMSEAIKGFL
VKCCAYNSLGTSCETILLNSPGPFPFIQDNIS (SEQ ID NO: 18).

[0100] En determinadas modalidades, un sitio de unién a antigeno de la presente
invencion, p. ej., un sitio de unién a antigeno relacionado con 12H10.G7, GB87, GB88,
GB89, GB90, GB91, GB92, GB93, GB94, GB95, GB96, GB97, GB98, GB99, GB100,
GB101, GB102, GB102 M34l, GB102 D101E, GB102 M34l/D101E, un 12H10.G7
humanizado, 14A5.E8, 1551, 1552, 1553, 1554, 1689, un 14A5.E8 humanizado, 11F4.B9,
4A4. A3, 4A4.HT7, 15A11.C8, 1A2.A3, 4H2.E3 o 14H8.E7 divulgado anteriormente, se une a
cynomolgus FLT3.

[0101] En determinadas modalidades, un sitio de unién a antigeno de la presente
invencion, p. ej., un sitio de unién a antigeno relacionado con 12H10.G7, GB87, GB88,
GB89, GB90, GB91, GB92, GB93, GB94, GB95, GB96, GB97, GB98, GB99, GB100,
GB101, GB102, GB102 M34l, GB102 D101E, GB102 M341/D101E, un 12H10.G7
humanizado, 14A5.E8, 1551, 1552, 1553, 1554, 1689, un 14A5.E8 humanizado, 11F4.B9,
4A4.A3, 4A4.H7, 12C9.E5, 1A2.A3, 4H2.E3 o 14H8.E7 divulgado anteriormente, no
compite con FLT3L por la union de FLT3.

[0102] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un sitio de uniéon a
antigeno que compite por unirse a FLT3 (p. ¢j., FLT3 humano, FLT3 de cynomolgus) con
un sitio de unién a antigeno descrito anteriormente. En determinadas modalidades, el sitio
de union al antigeno de la presente invencién compite con un sitio de unién al antigeno
relacionado con 1A2.A3 divulgado anteriormente para unirse a FLT3. En una modalidad, el
sitio de union al antigeno compite con 1A2.A3 para vincular a FLT3. En determinadas

modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencién compite con un sitio de
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union al antigeno relacionado con 4A4.A3 divulgado anteriormente para unirse a FLT3. En
una modalidad, el sitio de union al antigeno compite con 4A4.A3 para vincular a FLT3. En
determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno de la presente invencion compite
con un sitio de unién al antigeno relacionado con 4H2.E3 descrito anteriormente para
unirse a FLT3. En una modalidad, el sitio de unién al antigeno compite con 4H2.E3 para
unirse a FLT3. En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno de la presente
invencion compite con un sitio de unién al antigeno relacionado con 11F4.B9 descrito
anteriormente para unirse a FLT3. En una modalidad, el sitio de union al antigeno compite
con el 11F4.B9 para unirse a FLT3.

Proteinas con sitios de unién a antigenos

[0103] Un sitio de union a antigeno descrito en el presente documento puede estar
presente en un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. El anticuerpo
puede ser un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un diacuerpo, un fragmento
Fab, un fragmento Fab' o un fragmento F(ab')z, un Fv, un anticuerpo biespecifico, un Fab2
biespecifico, un biespecifico (mab) 2, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano
generado artificialmente, un activador de células T biespecifico, un activador de células NK
biespecifico, un anticuerpo de cadena sencilla (p. ej. fragmento Fv de cadena simple o
scFv), triomab, protuberancias en agujeros (kih) IgG con cadena ligera comun, crossmab,
orto-Fab 1gG, DVD-Ig, 2 en 1-IgG, 1gG-scFv, sdFv2-Fc, bi -nanocuerpo, tandAb, anticuerpo
de reorientacion de doble afinidad (DART), DART-Fc, scFv-HSA-scFv (donde HSA =
albumina de suero humano) o dock-and-lock (DNL) -Fab3.

[0104] En ciertas modalidades, un sitio de unidén a antigeno descrito en este
documento esta vinculado a una secuencia de aminoacidos al menos en un 90 % (p. ¢j.,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a una
region constante de anticuerpo, p. €j., las regiones constantes de cadena pesada de IgG1,
1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD e IgE; particularmente, elegido de, p. ¢j., el (p. ¢j.,
humano) regiones constantes de cadena pesada de IgG1, IgG2, IgG3 e I1gG4. En otra
realizacién, unn sitio de unién a antigeno descrito en este documento se puede vincular a
una region constante de cadena ligera elegida entre, p. ¢j., el (p. ¢j., humano) regiones
constantes de cadena ligera de kappa o lambda.La region constante se puede alterar, p.
ej., mutado, para modificar las propiedades del anticuerpo (p. ¢j., para aumentar o
disminuir uno o mas de: union al receptor Fc, glicosilacion del anticuerpo, nimero de
residuos de cisteina, funcion de la célula efectora y / o funcion del complemento). En una
modalidad, el anticuerpo tiene funcion efectora y puede fijar el complemento. En otras
realizaciones, el anticuerpo no recluta células efectoras ni fija complemento. En otra

realizacion, el anticuerpo tiene capacidad reducida o nula para unirse a un receptor Fc.
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Por ejemplo, es un isotipo o subtipo, fragmento u otro mutante, que no admite la union a

un receptor Fc, p. ¢j., tiene una regién de unién al receptor Fc mutagenizado o eliminado.

[0105] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno esta unido a una
region constante de IgG que incluye los dominios bisagra, CH2 y CH3 con o sin un
dominio CH1. En algunas modalidades, la secuencia de aminoacidos de la region
constante es al menos del 90 % (p. ¢j., 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a una regién constante de anticuerpo humano, tal como una
region constante de IgG1 humana, una region constante de IgG2 humana, una regién
constante de IgG3 humana o una regién constante de IgG4 humana. En una modalidad, el
dominio Fc del anticuerpo o una porcién del mismo suficiente para unirse a CD16
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la
secuencia Fc de 1gG1 humana de tipo salvaje
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO: 21).
En algunas otras realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la regién constante es al
menos del 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a una region constante de anticuerpo de otro mamifero, como
conejo, perro, gato, ratéon o caballo. Se pueden incorporar una o0 mas mutaciones en la
region constante en comparacion con la region constante de IgG1 humana, por ejemplo en
Q347, Y349, L351, S354, E356, E357, K360, Q362, S364, T366, L368, K370, N390, K392,
T394, D399, S400, D401, F405, Y407, K409, T411 y / o K439. Sustituciones ejemplares
incluyen, por ejemplo, Q347E, Q347R, Y349S, Y349K, Y349T, Y349D, Y349E, Y349C,
T350V, L351K, L351D, L351Y, S354C, E356K, E357Q, E357L, E357W, K360E, K360W,
Q362E, S364K, S364E, S364H, S364D, T366V, T366I, T366L, T366M, T366K, T366W,
T366S, L368E, L368A, L368D, K370S, N390D, N390E, K392L, K392M, K392V, K392F,
K392D, K392E, T394F, T394W, D399R, D399K, D399V, S400K, S400R, D401K, F405A,
F405T, Y407A, Y4071, Y407V, K409F, K409W, K409D, T411D, T411E, K439D y K439E.
[0106] En determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno esta unido a una
porcién de un dominio Fc de anticuerpo suficiente para unirse a CD16. Dentro del dominio

Fc, la unién de CD16 esta mediada por la regidon bisagra y el dominio CH2. Por ejemplo,
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dentro de la IgG1 humana, la interaccion con CD16 se centra principalmente en los
residuos de aminodacidos Asp 265 - Glu 269, Asn 297 - Thr 299, Ala 327 - lle 332, Leu 234
- Ser 239 y el residuo de carbohidrato N-acetil-D -glucosamina en el dominio CH2 (ver
Sondermann et al., Nature, 406 (6793): 267-273).Sobre la base de los dominios
conocidos, las mutaciones se pueden seleccionar para mejorar o reducir la afinidad de
union a CD16, tal como mediante el uso de bibliotecas mostradas en fagos o bibliotecas
de ADNc de superficie de levadura, o se pueden disefiar basandose en la estructura
tridimensional conocida de la Interaccion.

[0107] En determinadas modalidades, las mutaciones que pueden incorporarse en
el CH1 de una regién constante de IgG1 humana pueden estar en el aminoacido V125,
F126, P127, T135, T139, A140, F170, P171 y / o0 V173. En determinadas modalidades, las
mutaciones que se pueden incorporar en la Ck de una regién constante de IgG1 humana
pueden estar en el aminoacido E123, F116, S176, V163, S174y / o T164.

[0108] En algunas modalidades, el dominio constante del anticuerpo comprende un
dominio CH2 y un dominio CH3 de un anticuerpo IgG, por ejemplo, un anticuerpo 1gG1
humano. En algunas modalidades, se introducen mutaciones en el dominio constante del
anticuerpo para permitir la heterdimerizacion con otro dominio constante del anticuerpo.
Por ejemplo, si el dominio constante del anticuerpo se deriva del dominio constante de una
IgG1 humana, el dominio constante del anticuerpo puede comprender una secuencia de
aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)idéntico a los aminoacidos 234-332 de un anticuerpo
IgG1 humano, y difiere en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en
Q347, Y349, L351, S354, E356, E357, K360, Q362, S364, T366, L368, K370, N390, K392,
T394, D399, S400, D401, F405, Y407, K409, T411 y K439. Todas las posiciones de
aminodacidos en un dominio Fc o region bisagra descritas en el presente documento estan
numeradas segun la numeracion de la UE.

[0109] Para facilitar la formacion de una proteina asimétrica, se contempla la
heterodimerizacion del dominio Fc. Mutaciones (p. ¢j., sustituciones de aminoacidos) en el
dominio Fc que promueven la heterodimerizacion se describen, por ejemplo, en la
Publicacion de Solicitud Internacional No.W02019157366, que no se incorpora aqui como
referencia.

[0110] Las proteinas descritas anteriormente se pueden preparar usando tecnologia
de ADN recombinante bien conocida por un experto en la técnica. Por ejemplo, se puede
clonar una primera secuencia de acido nucleico que codifica la primera cadena pesada de

inmunoglobulina en un primer vector de expresion; una segunda secuencia de acido
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nucleico que codifica la segunda cadena pesada de inmunoglobulina puede clonarse en
un segundo vector de expresion; una tercera secuencia de acido nucleico que codifica la
primera cadena ligera de inmunoglobulina puede clonarse en un tercer vector de
expresion; una cuarta secuencia de acido nucleico que codifica la segunda cadena ligera
de inmunoglobulina se puede clonar en un cuarto vector de expresion; los vectores de
expresion primero, segundo, tercero y cuarto pueden transfectarse de manera estable
juntos en células huésped para producir las proteinas multiméricas.

[0111] Para lograr el mayor rendimiento de las proteinas, se pueden explorar
diferentes proporciones de los vectores de expresion primero, segundo, tercero y cuarto
para determinar la proporcion Optima para la transfeccion en las células huésped.
Después de la transfeccion, se pueden aislar clones individuales para la generacion de
bancos de células usando métodos conocidos en la técnica, tales como dilucidon limitada,
ELISA, FACS, microscopia o Clonepix.

[0112] Los clones se pueden cultivar en condiciones adecuadas para el aumento de
escala del bio-reactor y la expresion mantenida de una proteina que comprende un sitio de
union a antigeno descrito en este documento. La proteina puede aislarse y purificarse
usando métodos conocidos en la técnica que incluyen centrifugacion, filtracion profunda,
lisis celular, homogeneizacion, congelacién-descongelacion, purificacion por afinidad,
filtracion en gel, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de intercambio de
interaccion hidréfoba y cromatografia de modo mixto.

[0113] Por consiguiente, en otro aspecto, la presente invencidn proporciona uno o
mas acidos nucleicos aislados que comprenden secuencias que codifican una regién
variable de cadena pesada de inmunoglobulina y / o cadena ligera de inmunoglobulina de
cualquiera de los anticuerpos anteriores. La invencion proporciona uno o mas vectores de
expresion que expresan la regiéon variable de cadena pesada de inmunoglobulina y / o
cadena ligera de inmunoglobulina de cualquiera de los anticuerpos anteriores. De manera
similar, la invencién proporciona células huésped que comprenden uno o mas de los
vectores de expresion anteriores y / o acidos nucleicos aislados.

[0114] En determinadas modalidades, el anticuerpo se une FLT3 con una Kp de 20
nM, 15 nM, 10 nM, 9 nM, 8 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM o menor,
medido usando ensayos de union estandar, por ejemplo, resonancia de plasmoén
superficial o interferometria de biocapa. En determinadas modalidades, el anticuerpo se
une a EBI3 de un fluido corporal, tejido y / o célula de un sujeto.

[0115] Se conocen en la técnica ensayos de competencia para determinar si un
anticuerpo se une al mismo epitopo que, o compite por unirse con un anticuerpo descrito.

Los ensayos de competicion ejemplares incluyen inmunoensayos (p. ¢j., Ensayos ELISA,
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ensayos RIA), resonancia de plasmén superficial (p. ej., Analisis BlAcore), interferometria
de biocapa y citometria de flujo.

[0116] Normalmente, un ensayo de competicion implica el uso de un antigeno (p.
ej., una proteina humana FLT3 o fragmento de la misma) unida a una superficie sélida o
expresada en una superficie celular, una prueba FLT3-anticuerpo de unién y un anticuerpo
de referencia. El anticuerpo de referencia esta marcado y el anticuerpo de prueba no esta
marcado. La inhibicion competitiva se mide determinando la cantidad de anticuerpo de
referencia marcado unido a la superficie sélida o células en presencia del anticuerpo de
prueba. Por lo general, el anticuerpo de prueba esta presente en exceso (p. €j., 1x, 5x,
10x, 20x o 100x). Anticuerpos identificados por ensayo de competicion (p. ¢j., anticuerpos
competidores) incluyen anticuerpos que se unen al mismo epitopo, o similares (p. ¢j.,
superpuestos) epitopos, como el anticuerpo de referencia, y anticuerpos que se unen a un
epitopo adyacente suficientemente proximo al epitopo unido por el anticuerpo de
referencia para que se produzca el impedimento estérico.

[0117] Se puede realizar un ensayo de competicion en ambas direcciones para
asegurar que la presencia del marcador no interfiera o inhiba de otro modo la unién. Por
ejemplo, en la primera direccion, el anticuerpo de referencia esta marcado y el anticuerpo
de prueba no estda marcado, y en la segunda direccion, el anticuerpo de prueba esta
marcado y el anticuerpo de referencia no esta marcado.

[0118] Un anticuerpo de prueba compite con el anticuerpo de referencia por la unién
especifica al antigeno si un exceso de un anticuerpo (p. ¢j., 1%, 5x, 10x, 20x o 100x) inhibe
la unién del otro anticuerpo, p. ¢€j., en al menos 50 %, 75 %, 90 %, 95 % 0 99 % medido en
un ensayo de union competitiva.

[0119] Se pueden determinar dos anticuerpos parase unen al mismo epitopo si
esencialmente todas las mutaciones de aminoacidos en el antigeno que reducen o
eliminan la union de un anticuerpo reducen o eliminan la unién del otro. Se puede
determinar que dos anticuerpos se unen a epitopos superpuestos si solo un subconjunto
de las mutaciones de aminoacidos que reducen o eliminan la uniéon de un anticuerpo
reducen o eliminan la union del otro.

[0120] Los anticuerpos descritos en este documento se pueden optimizar aun mas
(p. €j., madurado por afinidad) para mejorar las caracteristicas bioquimicas que incluyen
afinidad y / o especificidad, mejorar las propiedades biofisicas que incluyen agregacion,
estabilidad, precipitacion y / o interacciones no especificas y / o para reducir la
inmunogenicidad. Los procedimientos de maduracién por afinidad estan dentro de los
conocimientos habituales en la técnica. Por ejemplo, la diversidad se puede introducir en

una cadena pesada de inmunoglobulina y / o una cadena ligera de inmunoglobulina
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mediante reorganizacion de ADN, reorganizacion de cadenas, reorganizacion de CDR,
mutagénesis aleatoria y / 0 mutagénesis especifica de sitio.

[0121] En cierto realizaciones, los anticuerpos humanos aislados contienen una o
mas mutaciones somaticas. En estos casos, los anticuerpos se pueden modificar a una
secuencia de linea germinal humana para optimizar el anticuerpo (p. ¢j., mediante un
proceso denominado germinizacion).

[0122] Generalmente, un anticuerpo optimizado tiene al menos la misma, o
sustancialmente la misma, afinidad por el antigeno que el anticuerpo no optimizado (o
parental) del que se deriva. Preferiblemente, un anticuerpo optimizado tiene una mayor
afinidad por el antigeno en comparacion con el anticuerpo original.

[0123] Si el anticuerpo es para uso terapéutico, puede conjugarse con un agente
efector, como una toxina de molécula pequeia o un radionuclido, usando un in vitro
quimicas de conjugaciéon.Si el agente efector es un polipéptido, el anticuerpo puede
conjugarse quimicamente con el efector o unirse al efector como una proteina de fusion.
La construccion de proteinas de fusion se encuentra dentro de los conocimientos
habituales en la técnica.

[0124] El anticuerpo se puede conjugar con un resto efector tal como una toxina de
molécula pequefia o un radionuclido usando estandar in vitro quimicas de conjugacion. Si
el resto efector es un polipéptido, el anticuerpo puede conjugarse quimicamente con el
efector o unirse al efector como una proteina de fusion. La construccion de proteinas de
fusion se encuentra dentro de los conocimientos habituales en la técnica.

[0125] En determinadas modalidades, la proteina (p. €j., anticuerpo) de la presente
divulgacion no es internalizado sustancialmente por una célula que expresa FLT3. Un nivel
bajo de internalizacion puede mejorar la farmacocinética de la proteina, reduciendo asi la
dosis requerida para involucrar a las células objetivo que expresan FLT3 con las células
efectoras (p. ej., Células NK). La internalizacion se puede medir mediante cualquier
método conocido en la técnica, p. ¢j., los métodos descritos en el Ejemplo 7 de la presente
divulgacion. Por ejemplo, en ciertas modalidades, la internalizacion de la proteina por
células ROH o EOL-1 es menor que 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 % o
50 % después de una incubacion de dos horas, segun se evalia mediante los métodos
descritos en este documento.

Células T CAR, activadores de células T biespecificos dirigidos por FLT3/CD3,
inmunocitocinas, conjugados anticuerpo-farmaco e inmunotoxinas

[0126] Otro aspecto de la presente invencion proporciona una molécula o complejo
que comprende un sitio de union a antigeno que se une a FLT3 como se describe en el

presente documento. Los ejemplos de moléculas o complejos incluyen, pero no se limitan
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a, receptores de antigenos quiméricos (CAR), acopladores de células T (p. ¢j.,
Acopladores de células T biespecificos dirigidos por FLT3 / CD3), inmunocitocinas,
conjugados de anticuerpo-farmaco e inmunotoxinas.

[0127] Puede usarse cualquier sitio de union a antigeno que se una a FLT3 como se
describe en el presente documento. En determinadas modalidades, las secuencias VH, VL
y / o CDR del sitio de union al antigeno que se une a FLT3 se proporcionan en la Tabla 1.
En determinadas modalidades, el sitio de union al antigeno que se une a FLT3 es un scFv.
En determinadas modalidades, el scFv comprende una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID
NO: 3, 12, 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 31, 32, 35, 36, 39, 40, 43, 44, 47, 48, 51, 52, 70,
71, 74, 75, 81 y 82. En ciertas modalidades, el scFv comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 3, 12, 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 31, 32,
35, 36, 39, 40, 43, 44,47 , 48, 51,52,70, 71, 74,75, 81y 82.

[0128] En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno que se une a
FLT3 comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende secuencias de
CDR1, CDR2 y CDRS3 representadas por las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 11, 4 y 5, respectivamente; y un dominio variable de cadena ligera que comprende
secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 representadas por las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de unién
al antigeno comprende un dominio variable de cadena pesada con una secuencia de
aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el
93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 37;y un dominio variable de cadena ligera con una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos
el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38. En
determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno comprende un scFv que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)idéntico a SEQ ID
NO: 40 o SEQ ID NO: 39.

Receptores de antigenos quiméricos (CAR)

[0129] En determinadas modalidades, la presente invencion proporciona un CAR
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dirigido a FLT3 que comprende un sitio de union a antigeno que se une a FLT3 como se
describe en el presente documento (ver, por ejemplo, Tabla 1). EI CAR dirigido a FLT3
puede comprender un fragmento Fab o un scFv.

[0130] El término "receptor de antigeno quimérico" o alternativamente un "CAR" se
refiere a una construccion polipeptidica recombinante que comprende al menos un
dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de
sefializacion intracelular que comprende un dominio de sefializacion funcional derivado de
una molécula estimulante (también denominada en este documento como un "dominio de
sefializacion primario").

[0131] Por consiguiente, en determinadas modalidades, el CAR comprende un sitio
de union a antigeno extracelular que se une a FLT3 como se describe en el presente
documento, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién intracelular que
comprende un dominio de sefalizacion primario. En determinadas modalidades, el CAR
comprende ademas uno o mas dominios de sefalizacion funcionales derivados de al
menos una molécula coestimuladora (también denominada "dominio de sefializacion
coestimulante").

[0132] En una modalidad, el CAR comprende una proteina de fusion quimérica que
comprende un dominio de unién a FLT3 (p. ej., Dominio scFv de unién a FLT3) que
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de un dominio variable de cadena pesada y CDR1,
CDR2 y CDR3 de un dominio variable de cadena ligera enumerados en la Tabla 1 como
un dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de
sefalizacion intracelular que comprende un dominio de sefalizacién primario. En una
modalidad, el CAR comprende una proteina de fusion quimérica que comprende un
dominio de unién a FLT3 (p. ej., Dominio scFv de unién a FLT3) que comprende CDR1,
CDR2 y CDR3 de un dominio variable de cadena pesada y CDR1, CDR2 y CDR3 de un
dominio variable de cadena ligera enumerados en la Tabla 1 como un dominio de unién a
antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular dominio de
sefializacion que comprende un dominio de sefalizacion coestimulador y un dominio de
sefalizacion primario. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de fusion quimérica
que comprende un dominio de unién a FLT3 (p. ej., Dominio scFv de unién a FLT3) que
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de un dominio variable de cadena pesada y CDR1,
CDR2 y CDR3 de un dominio variable de cadena ligera enumerados en la Tabla 1 como
un dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de
sefializacion intracelular que comprende dos dominios de sefalizacion coestimuladores y
un dominio de sefalizacion primario. En una modalidad, el CAR comprende una proteina

de fusidon quimérica que comprende un dominio de union a FLT3 que comprende CDR1,
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CDR2 y CDR3 de un dominio variable de cadena pesada y CDR1, CDR2 y CDR3 de un
dominio variable de cadena ligera enumerado en la Tabla 1 como extracelular dominio de
unién a antigeno, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion intracelular
que comprende al menos dos dominios de sefalizacion coestimuladores y un dominio de
sefializacion primario.

[0133] Por ejemplo, en determinadas modalidades, el dominio de union al antigeno
extracelular comprende un sitio de unién al antigeno (p. ¢j., un scFv) que comprende un
dominio variable de cadena pesada que comprende secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3
representadas por las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 11, 4 y 5,
respectivamente; y un dominio variable de cadena ligera que comprende secuencias de
CDR1, CDR2 y CDR3 representadas por las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En determinadas modalidades, el sitio de unién al antigeno
comprende un dominio variable de cadena pesada con una secuencia de aminoacidos de
al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos
el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al
menos el 99 % o el 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37;y un
dominio variable de cadena ligera con una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 %
(p. €j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos
el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el
100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38. En determinadas
modalidades, el sitio de unién al antigeno comprende un scFv que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %)idéntico a SEQ ID NO: 40 o SEQ
ID NO: 39.

[0134] Con respecto al dominio transmembrana, en varias realizaciones, el CAR
esta disenado para comprender un dominio transmembrana que se fusiona con el dominio
extracelular del CAR. En una modalidad, el dominio transmembrana es uno que esta
naturalmente asociado con uno de los dominios del CAR. En algunos casos, el dominio
transmembrana puede seleccionarse o modificarse mediante sustitucion de aminoacidos
para evitar la union de dichos dominios a los dominios transmembrana de las mismas
proteinas de la superficie de la membrana o de diferentes proteinas para minimizar las
interacciones con otros miembros del complejo receptor. En otra realizacion, el dominio
transmembrana es capaz de homodimerizacion con otro CAR en la superficie de la célula
T CAR. En otra realizacién, la secuencia de aminoacidos del dominio transmembrana

puede modificarse o sustituirse para minimizar las interacciones con los dominios de union
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de la pareja de union nativa presente en la misma célula CAR T.

[0135] El dominio transmembrana puede derivarse de cualquier proteina
transmembrana o unida a la membrana de origen natural. En una modalidad, la region
transmembrana es capaz de sefializar al dominio o dominios intracelulares siempre que el
CAR se haya unido a un objetivo. En algunas modalidades, el dominio transmembrana
comprende la region o regiones trans-membrana de una o mas proteinas seleccionadas
del grupo que consiste en cadena a de TCR, cadena 3 de TCR, cadena ¢ de TCR, CD28,
CD3g, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9., CD16, CD22, FLT3, CD37, CD64, CD80, CD86,
CD134, CD137 y CD154. En algunas modalidades, el do-minio transmembrana
comprende la region o regiones transmembrana de una o mas proteinas seleccionadas del
grupo que consiste en KIRDS2, OX40, CD2, CD27, LFA-1 (CD11a, CD18), ICOS (CD278),
4-1BB (CD137), GITR, CD40, BAFFR, HVEM (LIGHTR), SLAMF7, NKp80 (KLRF1),
NKp44, NKp30, NKp46, CD160, CD19, IL2RB, IL2Ry, IL7Ra, ITGA1, VLA1, CD49a4,
CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CD11d, ITGAE, CD103, ITGAL, CD11a, LFA-1,
ITGAM, CD11b, ITGAX, CD11c, ITGB1, CD29, ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, TNFR2,
DNAM1 ( CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (tactil), CEACAM1, CRTAM, Ly9
(CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), SLAMF6 (NTB-A, Ly108), SLAM
(SLAMF1 , CD150, IPO-3), CULPA (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, PAG / Cbp,
NKG2D y NKG2C.

[0136] El dominio extracelular de unién a FLT3 (p. €j., Dominio scFv de unién a
FLT3) se puede conectar al dominio transmembrana mediante una region bisagra. Se
puede emplear una variedad de bisagras, que incluyen, entre otras, la bisagra de Ig
humana (inmunoglobulina) (p. €j., una bisagra IgG4, una bisagra IgD), un enlazador Gly-
Ser, un (G4S)4 enlazador, una bisagra KIR2DS2 y una bisagra CD8a.

[0137] El dominio de sefalizacion intracelular del CAR de la presente invencion es
responsable de la activacion de al menos una de las funciones especializadas de la célula
inmunitaria (p. ej., actividad citolitica o actividad auxiliar, incluida la secrecién de citocinas,
de una célula T) en la que se ha colocado el CAR. Por tanto, como se usa en el presente
documento, el término "dominio de sefalizacion intracelular” se refiere a la porcion de una
proteina que transduce una sefal de funcion efectora y dirige a la célula para que realice
una funcion especializada. Aunque normalmente se puede emplear todo el dominio de
sefalizacién intracelular, en muchos casos no es necesario utilizar la cadena completa. En
la medida en que se utilice una porcidn truncada del dominio de sefializacién intracelular,
dicha porcién truncada se puede utilizar en lugar de la cadena intacta siempre que
transduzca la sefial de funcion efectora. Por tanto, el término dominio de sefalizacion

intracelular pretende incluir cualquier parte truncada del dominio de sefializacion

57



Numero de expediente: 14247-473-228

intracelular suficiente para transducir la senal de la funcién efectora.

[0138] El dominio de sefializacion intracelular del CAR comprende un dominio de
sefializacién primario (es decir, un dominio de sefializacién funcional derivado de una
molécula estimulante) y uno o mas dominios de sefalizacion coestimuladores (es decir,
dominios de sefializacion funcional derivados de al menos una molécula coestimuladora).
[0139] Como se usa en este documento, el término "molécula estimuladora" se
refiere a una molécula expresada por una célula inmunitaria, p. ¢j., una célula T, una
célula NK o una célula B, que proporcionan la secuencia o secuencias de sefalizaciéon
citoplasmatica que regulan la activacion de la célula inmunitaria de forma estimulante
durante al menos algunosaspecto de la via de sefalizacion de las células inmunitarias. En
una modalidad, la sefal es una sefial primaria que se inicia, por ejemplo, mediante la
union de un complejo TCR / CD3 con una molécula MHC cargada con un péptido, y que
conduce a la mediacion de una respuesta de células T, que incluye, entre otros,
proliferacion, activacion, diferenciacion y similares.

[0140] Los dominios de sefalizacién primarios que actuan de manera estimulante
pueden contener motivos de sefalizacidon que se conocen como motivos de activacion
inmunorreceptores basados en tirosina o ITAM. Ejemplos de secuencias de sefalizacion
citoplasmatica que contienen ITAM que son de uso particular en la presente invencion
incluyen aquellas derivadas de CD3 zeta, FcR gamma comun (FCER1G), Fc gamma Rlla,
FcR beta (Fc Epsilon R1b), CD3 gamma, CD3 delta, CD3 epsilon , CD79a, CD79b, DAP10
y DAP12. En una modalidad, el dominio de sefalizacion primario en uno cualquiera o mas
CAR de la presente invencion comprende una secuencia de sefalizacion citoplasmica
derivada de CD3-zeta.

[0141] En algunas modalidades, el dominio de sefalizacion primario es un dominio
de sefalizacion funcional de TCR zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta,
CD3 epsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, CD66d, 4-1BB y / o CD3 -zeta. En una
modalidad, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefalizacion
funcional de CD3 zeta, FcR gamma comun (FCER1G), Fc gamma Rlla, FcR beta (Fc
Epsilon R1b), CD3 gamma, CD3 delta, CD3 epsilon, CD79a, CD79b, DAP10 y / o DAP12.
En una realizacion particular, el dominio de sefializacién primario es un dominio de

sefializacion funcional de la cadena zeta asociada con el complejo receptor de células T.

[0142] Como se usa en el presente documento, el término "molécula
coestimuladora" se refiere a una pareja de union andloga en una célula T que se une
especificamente con un ligando coestimulador, mediando asi una respuesta
coestimuladora por la célula T, tal como, pero sin limitarse a, la proliferacion. Una molécula

coestimuladora es una molécula de la superficie celular distinta de un receptor de antigeno
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o sus ligandos que se requiere para una respuesta eficaz de los linfocitos a un antigeno.
Ejemplos de tales moléculas incluyen CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40, CD30, CD40,
PD-1, ICOS, antigeno 1 asociado a la funcién de los linfocitos (LFA-1, CD11a / CD18),
CD2, CD7, CD258 (LIGHT), NKG2C, B7-H3 y un ligando que se une especificamente con
CD83 y similares.Otros ejemplos de tales moléculas coestimuladoras incluyen CD5, ICAM-
1, GITR, BAFFR, HVEM (LIGHTR), SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp44, NKp30, NKp46,
CD160, CD19, CD4, CD8alpha, CD8beta, IL2R beta, IL2R gamma , IL7R alfa, ITGA4,
VLA1, CD49a, ITGA4, 1A4, CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CD11d, ITGAE,
CD103, ITGAL, CD11a, LFA-1, ITGAM, CD11b, ITGAX, CD11c, ITGB1, CD29, ITGB2,
CD18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, NKG2C, TNFR2, TRANCE / RANKL, DNAM1 (CD226),
SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (tactil), CEACAM1, CRTAM, Ly9 (CD229), CD160
(BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Ly108), SLAM (SLAMF1,
CD150, IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-76, PAG /
Cbp y un ligando que se une especificamente con CD83. En algunas modalidades, el
dominio de sefalizacion coestimulador del CAR es un dominio de sefalizacion funcional
de una molécula coestimuladora descrita en este documento, por ejemplo, OX40, CD27,
CD28, CD30, CD40, PD-1, CD2, CD7, CD258, NKG2C, B7-H3 , un ligando que se une a
CD83, ICAM-1, LFA-1 (CD11a / CD18), ICOS y 4-1BB (CD137), o cualquier combinacion
de los mismos.

[0143] Como se usa en este documento, el término "dominio de sefializacion" se
refiere a la porcion funcional de una proteina que actua transmitiendo informacion dentro
de la célula para regular la actividad celular a través de vias de senalizacion definidas
generando segundos mensajeros o funcionando como efectores respondiendo a dichos
mensajeros.

[0144] Las secuencias de sefializacion citoplasmatica dentro de la porciéon de
sefalizacion citoplasmica del CAR de la presente invencidén pueden unirse entre si en un
orden aleatorio o especificado. Opcionalmente, un enlazador oligo o polipéptido corto, por
ejemplo, de entre 2 y 10 aminoacidos de longitud puede formar el enlace.

[0145] Otro aspecto de la presente invencion proporciona un acido nucleico que
codifica un CAR dirigido a FLT3 descrito en el presente documento. El acido nucleico es
util para expresar el CAR en una célula efectora (p. ej., Célula T) al introducir el acido
nucleico en la célula.

[0146] Se pueden realizar modificaciones en la secuencia para crear una variante
equivalente o mejorada de la presente invencion, por ejemplo, cambiando uno o mas de
los codones de acuerdo con la tabla de degeneracion de codones. En la Tabla 2 se

proporciona una tabla de degeneracion de codones de ADN.

59



Numero de expediente: 14247-473-228

Tabla 2.Codones de aminoacidos

Aminoacidos | Cadigo Caddigo Codones
de una|de tres
letra letras

Alanina UN Ala GCA GCC GCG GCU

Cisteina C Cys CGU UuGU

Acido re Aspid GAC GAU

aspartico

Acido mi Glu GAA MORDAZA

glutamico

Fenilalanina | F Phe uuc uUuu

Glicina GRAMO | Gly GGA GGC GGG GGU

Histidina H Su CAC CAU

Isoleucina yo Yo asi AUA AUC AUU

Lisina K Lys AAA  AAG

Leucina L Leu UUA UUG CUA CUuC CUG C
u
U

Metionina METRO Reunié | AGO

Asparagina norte Asn CAA AAU

Prolina PAGS Pro CCA CcCC CCG ccu

Glutamina Q Gin CAA CAG

Arginina R Arg AGA AGG CGA CGC CGG C
G
u

Serina S Ser AGC AGU UCA UCC UCG U
C
u

Treonina T Thr ACA ACC ACG ACU

Valina Vv Val GUA GUC GUG GUU

Triptéfano w Trp UGG

Tirosina Y Tyr UAC UAU

[0147] En determinadas modalidades, el acido nucleico es una molécula de ADN (p.

ej., una molécula de ADNc). En determinadas modalidades, el acido nucleico comprende
ademas una secuencia de control de la expresiéon (p. ej., promotor y / o potenciador)
operativamente enlazado a la secuencia de codificacion CAR. En determinadas
modalidades, la presente invencidn proporciona un vector que comprende el &cido
nucleico. El vector puede ser un vector viral (p. ej., Vector AAV, vector lentiviral o vector
adenoviral) o un vector no viral (p. ¢j., plasmido).

[0148] En determinadas modalidades, el acido nucleico es una molécula de ARN (p.
ej., una molécula de ARNm).Un método para generar ARNm para uso en transfeccion
puede involucrar in vitro transcripcion de una plantilla con cebadores especialmente

disefados, seguida de la adiciéon de poliA, para producir una construccion de ARN que

60



Numero de expediente: 14247-473-228

contenga secuencias no traducidas 3 'y 5', una tapa 5 'y / o sitio de entrada de ribosoma
interno (IRES), el acido nucleico que se va a expresar, y una cola de poliA, tipicamente de
50-2000 bases de longitud.La molécula de ARN se puede modificar adicionalmente para
aumentar la eficiencia de traducciéon y / o la estabilidad, p. ej., como se describe en las
Patentes de Estados Unidos N° 8.278.036; 8.883.506 y 8.716.465. Las moléculas de ARN
asi producidas pueden transfectar eficazmente diferentes tipos de células.

[0149] En una modalidad, el acido nucleico codifica una secuencia de aminoacidos
que comprende un péptido sefial en el extremo amino del CAR.Dicho péptido senal puede
facilitar la localizacion del CAR en la superficie celular cuando se expresa en una célula
efectora y se escinde del CAR durante el procesamiento celular. En una modalidad, el
acido nucleico codifica una secuencia de aminoacidos que comprende un péptido sefal en
el extremo N del dominio de unidon a FLT3 extracelular (p. ¢j., Dominio scFv de unién a
FLT3).

[0150] Se puede introducir ARN o ADN en células objetivo usando cualquiera de
varios meétodos diferentes, por ejemplo, métodos disponibles comercialmente que
incluyen, pero no se limitan a, electroporacion, transfeccion mediada por liposomas
cationicos usando lipofeccidn, encapsulacion polimérica, transfeccion mediada por
péptidos, o sistemas de suministro de particulas biolisticas tales como "pistolas de genes"
(véase, por ejemplo, Nishikawa, et al. Hum Gene Ther., 12 (8): 861-70 (2001)).

[0151] Otro aspecto de la presente invencion proporciona una célula efectora
inmunitaria que expresa el CAR que se dirige a FLT3.También se proporciona una célula
efectora inmunitaria que comprende el acido nucleico que codifica el CAR dirigido a FLT3.
Las células efectoras inmunes incluyen, pero no se limitan a, células T y células NK. En
determinadas modalidades, la célula T se selecciona de un CD8* Célula T, un CD4* Célula
T y una célula NKT.La célula T o la célula NK puede ser una célula primaria o una linea
celular.

[0152] Las células efectoras inmunes pueden obtenerse de diversas fuentes, que
incluyen células mononucleares de sangre periférica, médula ésea, tejido de los ganglios
linfaticos, sangre del cordon umbilical, tejido del timo, tejido de un sitio de infeccidn, ascitis,
derrame pleural, tejido del bazo y tumores. por métodos conocidos en la técnica. Las
células efectoras inmunes también se pueden diferenciar in vitro de una célula pluripotente
o multipotente (p. ej., una célula madre hematopoyética). En algunas modalidades, la
presente invencion proporciona una célula pluripotente o multipotente (p. ¢j., una célula
madre hematopoyética) que expresa el CAR que se dirige a FLT3 (p. ¢j., que expresa el
CAR en la membrana plasmatica) o que comprende un acido nucleico descrito en este

documento.
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[0153] En determinadas modalidades, las células efectoras inmunitarias se aislan y /
o purifican. Por ejemplo, las células T reguladoras pueden eliminarse de una poblacién de
células T utilizando un ligando de unién a CD25. Células efectoras que expresan una
proteina de punto de control (p. ¢j., PD-1, LAG-3 o TIM-3) se pueden eliminar mediante
métodos similares. En determinadas modalidades, las células efectoras se aislan
mediante una etapa de seleccion positiva. Por ejemplo, una poblacion de células T puede
aislarse mediante incubacion con perlas conjugadas anti-CD3 / anti-CD28.0tros
marcadores de superficie celular, como IFN-7, TNF-a, IL-17A, IL-2, IL-3, IL-4, GM-CSF, IL-
10, IL-13, granzima B y perforina, también se puede utilizar para la seleccién positiva.
[0154] Las células efectoras inmunes se pueden activar y expandir generalmente
usando métodos conocidos en la técnica, p. €j., como se describe en las Patentes de
Estados Unidos N° 6.352.694; 6.534.055; 6.905.680; 6.692.964; 5.858.358; 6.887.466;
6.905.681; 7.144.575; 7.067.318; 7.172.869; 7.232.566; 7.175.843; 5.883.223; 6.905.874;
6.797.514; 6.867.041; y las Publicaciones de Solicitud de Patente de EE.UU. Nos.
2006/0121005 y 2016/0340406. Por ejemplo, en determinadas modalidades, las células T
pueden expandirse y / o activarse por contacto con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo
anti-CD28, en condiciones apropiadas para estimular la proliferacion de las células T. Las
células se pueden expandir en cultivo durante un periodo de varias horas (p. ¢j.,
aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 18, 21 horas) a aproximadamente 14 dias
(p-ej.,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13 0 14 dias). En una modalidad, las células se
expanden durante un periodo de 4 a 9 dias.Pueden ser deseables multiples ciclos de
estimulacion para un cultivo celular prolongado (p. ¢j., cultivo por un periodo de 60 dias o
mas). En ciertas modalidades, el cultivo celular comprende suero (por ejemplo, suero fetal
bovino o humano), interleucina-2 (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF, IL-10, IL-12,
IL-15, TGFB, TNF-a o una combinacion de los mismos. Otros aditivos para el crecimiento
de células conocidos por el experto en la materia, p. ej., tensioactivo, plasmanato y
agentes reductores como N-acetil-cisteina y 2-mercaptoetanol, también se pueden incluir
en el cultivo celular. En determinadas modalidades, la célula efectora inmunitaria de la
presente invencion es una célula obtenida de in vitro expansion.

[0155] Otras modalidades del CAR dirigido a FLT3 (p. ¢j., CAR regulable), el acido
nucleico que codifica el CAR y las células efectoras que expresan el CAR o que
comprenden el acido nucleico se proporcionan en las Patentes de EE. UU. N° 7.446.190 y
9.181.527, publicacion de solicitud de patente estadounidense N° 2016/0340406 y
2017/0049819, y publicacion de solicitud de patente internacional N° W0O2018/140725.
Activadores de células T biespecificos FLT3 / CD3 dirigidos

[0156] En determinadas modalidades, la presente invencidn proporciona un
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activador de células T biespecifico dirigido a FLT3 / CD3 que comprende un sitio de unién
a antigeno que se une a FLT3 descrito en el presente documento. En determinadas
modalidades, el activador de células T biespecificas dirigido a FLT3 / CD3 comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 3, 12, 15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 31, 32,
35, 36, 39, 40, 43, 44, 47, 48, 51, 52, 70, 71, 74, 75, 81 y 82. En determinadas
modalidades, la citoquina esta conectada al dominio Fc directamente o mediante un
enlazador.

[0157] En ciertas modalidades, el activador de células T biespecifico dirigido a
FLT3/CD3 comprende ademas un sitio de union a antigeno que se une a CD3. Los sitios
de unién a antigeno ejemplares que se unen a CD3 se describen en la publicacion de
solicitud de patente internacional N° W0O2014/051433 y WO2017/097723.

[0158] Otro aspecto de la presente invencion proporciona un acido nucleico que
codifica al menos un polipéptido del activador de células T biespecificas dirigido a FLT3 /
CD3, en el que el polipéptido comprende un sitio de unidn a antigeno que se une a FLT3.
En determinadas modalidades, el acido nucleico comprende ademas una secuencia de
nucledtidos que codifica un péptido sefal que, cuando se expresa, esta en el extremo N-
terminal de uno o mas de los polipéptidos del activador de células T biespecifico dirigido a
FLT3 / CD3. También se proporciona un vector (p. €j., un vector viral) que comprende el
acido nucleico, una célula productora que comprende el acido nucleico o vector, y una

célula productora que expresa el activador de células T biespecifico dirigido a FLT3 / CD3.

Inmunocitocinas

[0159] En determinadas modalidades, la presente invencion proporciona una
inmunocitoquina que comprende un sitio de union a antigeno que se une a FLT3 descrito
en el presente documento y una citocina. Cualquier citocina (p. ej., citocinas
proinflamatorias) conocidas en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, IL-2, IL-4, IL-
10, IL-12, IL-15, TNF, IFNa, IFNy y GM-CSF. Se describen citoquinas mas ejemplares en
la patente de EE.UU. n° 9.567.399. En determinadas modalidades, el sitio de union al
antigeno esta conectado a la citoquina mediante conjugacion quimica (p. €j., conjugacion
quimica covalente o no covalente). En determinadas modalidades, el sitio de unién al
antigeno estd conectado a la citoquina mediante la fusién del polipéptido. La
inmunocitoquina puede comprender ademas un dominio Fc conectado al sitio de union al

antigeno que se une a FLT3. En determinadas modalidades, la inmunocitoquina
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comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al menos el 91 %,
al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el
96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica a una
secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 3, 12, 15, 16, 19, 20, 23, 24,
27, 28, 31, 32, 35, 36, 39, 40, 43, 44, 47, 48, 51, 52, 70, 71, 74, 75, 81 y 82. En ciertas
modalidades,la citoquina esta conectada al dominio Fc directamente o mediante un
enlazador.
[0160] Otro aspecto de la presente invencién proporciona un acido nucleico que
codifica al menos un polipéptido de la inmunocitoquina, en el que el polipéptido comprende
un sitio de unién al antigeno que se une a FLT3. En determinadas modalidades, el acido
nucleico comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido sefial
que, cuando se expresa, esta en el extremo N de uno o mas de los polipéptidos de la
inmunocitoquina. También se proporciona un vector (p. ¢j., un vector viral) que comprende
el acido nucleico, una célula productora que comprende el acido nucleico o vector y una
célula productora que expresa la inmunocitocina.
Conjugados anticuerpo-farmaco
[0161] En determinadas modalidades, la presente invencién proporciona un
conjugado anticuerpo-farmaco que comprende un sitio de unién a antigeno que se une a
FLT3 descrito en este documento y un resto de farmaco citotdxico. Ejemplos de restos de
farmacos citotoxicos se describen en las publicaciones de solicitud de patente
internacional nums.W02014 / 160160 y WO2015 / 143382. En determinadas modalidades,
el resto de farmaco citotoxico se selecciona de auristatina, N-acetil-y caliqueamicina,
maitansinoide, pirrolobenzodiazepina y SN-38. El sitio de unién al antigeno se puede
conectar al resto del farmaco citotéxico mediante conjugacién quimica (p. ¢j., conjugacién
quimica covalente o no covalente). En determinadas modalidades, el conjugado
anticuerpo-farmaco comprende ademas un dominio Fc conectado al sitio de union al
antigeno que se une a FLT3. En determinadas modalidades, el conjugado anticuerpo-
farmaco comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., al menos
el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al
menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) idéntica
a una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 3, 12, 15, 16, 19, 20,
23, 24, 27, 28, 31, 32, 35, 36, 39, 40, 43, 44, 47, 48, 51, 52, 70, 71, 74, 75, 81 y 82. En
determinadas modalidades, el resto de farmaco citotoxico se conecta al dominio Fc
directamente o mediante un enlazador.

Inmunotoxinas

[0162] En determinadas modalidades, la presente invenciéon proporciona una
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inmunotoxina que comprende un sitio de unién a antigeno que se une a FLT3 descrito en
el presente documento y un resto peptidico citotoxico. Puede usarse cualquier resto de
péptido citotdxico conocido en la técnica, incluyendo pero no limitado a ricina, Difteria
toxina y Pseudomonas exotoxina A. Se describen péptidos citotoxicos mas ejemplares en
las publicaciones de solicitud de patente internacional nims.W02012 / 154530 y WO2014
/ 164680. En determinadas modalidades, el resto del péptido citotoxico se conecta a la
proteina mediante conjugacion quimica (p. €j., conjugaciéon quimica covalente o no
covalente). En determinadas modalidades, el resto de péptido citotoxico se conecta a la
proteina mediante la fusion del polipéptido. La inmunotoxina puede comprender ademas
un dominio conectado al sitio de union al antigeno que se une a FLT3. En determinadas
modalidades, la inmunotoxina comprende una secuencia de aminoacidos de al menos el
90 % (p. ¢j., al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al
menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o
el 100 %) idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 3, 12,
15, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 28, 31, 32, 35, 36, 39, 40, 43, 44, 47, 48, 51, 52, 70, 71, 74, 75,
81 y 82. En determinadas modalidades, el resto de péptido citotoxico se conecta al
dominio Fc directamente o mediante un enlazador.

[0163] Otro aspecto de la presente invencion proporciona un acido nucleico que
codifica al menos un polipéptido de la inmunotoxina, en el que el polipéptido comprende
un sitio de unién a antigeno que se une a FLT3. En determinadas modalidades, el acido
nucleico comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido senal
que, cuando se expresa, esta en el extremo N-terminal de uno o mas de los polipéptidos
de la inmunotoxina. También se proporciona un vector (p. ej., un vector viral) que
comprende el acido nucleico, una célula productora que comprende el acido nucleico o
vector, y una célula productora que expresa la inmunotoxina.

Il. Composiciones terapéuticas y su uso

[0164] La presente invencidn proporciona métodos para tratar el cancer usando un
proteina, conjugado o células que comprenden un sitio de unién a antigeno descrito en
este documento y / o una composicion farmacéutica descrita en este documento. Los
métodos se pueden usar para tratar una variedad de canceres que expresan FLT3
administrando a un paciente que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectva de un
proteina, conjugado o células que comprenden un sitio de unidon a antigeno descrito en
este documento.

[0165] El método terapéutico se puede caracterizar segun el cancer a tratar. Por
ejemplo, en determinadas modalidades, el cancer es una neoplasia maligna hematologica

o leucemia. En determinadas modalidades, el cancer es leucemia mieloide aguda (LMA),
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leucemia linfoblastica aguda (LLA),mielodisplasia, sindromes mielodisplasicos, leucemia
linfoblastica T aguda o leucemia promielocitica aguda, leucemia mielomonocitica crénica o
crisis blastica mieloide de la leucemia mieloide crénica.

[0166] En determinadas modalidades, la AML es una enfermedad residual minima
(ERM). En determinadas modalidades, el MRD se caracteriza por la presencia o ausencia
de una mutacion seleccionada de FLT3-ITD ((tirosina quinasa 3 similar a Fms)-
duplicaciones en tandem interno (ITD)), NPM1 (nucleofosmina 1), DNMT3A (gen de ADN
metiltransferasa DNMT3A) e IDH (isocitrato deshidrogenasa 1 y 2 (IDH1 e IDH2)). En
determinadas modalidades, el MDS se selecciona de MDS con displasia multilinaje (MDS-
MLD), MDS con displasia de linaje unico (MDS-SLD), MDS con sideroblastos de anillo
(MDS-RS), MDS con exceso de blastos (MDS-EB), MDS con del (5q) aislado y MDS, sin
clasificar (MDS-U). En determinadas modalidades, el MDS es un MDS primario o un MDS
secundario.

[0167] En determinadas modalidades, la LLA se selecciona de leucemia linfoblastica
aguda de células B (LLA-B) y leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T). En
determinadas modalidades, la MPN se selecciona de policitemia vera, trombocitemia
esencial (ET) y mielofibrosis. En determinadas modalidades, el linfoma no Hodgkin se
selecciona entre linfoma de células B y linfoma de células T. En determinadas
modalidades, el linfoma se selecciona de leucemia linfocitica cronica (LLC), linfoma
linfoblastico (LPL), linfoma difuso de células B grandes (DLBCL), linfoma de Burkitt (BL),
linfoma mediastinico primario de células B grandes (PMBL), linfoma folicular linfoma,
linfoma de células del manto, leucemia de células pilosas, mieloma de células plasmaticas
(PCM) o mieloma multiple (MM), neoplasias T / NK maduras y neoplasias histiociticas.
[0168] En determinadas modalidades, el cancer es un tumor soélido. En ciertas otras
realizaciones, el cancer es cancer de cerebro, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer
de cuello uterino, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de endometrio, cancer de
esofago, leucemia, cancer de pulmoén, cancer de higado, melanoma, cancer de ovario,
cancer de pancreas, cancer de prostata. , cancer de recto, cancer de rifidn, cancer de
estdbmago, cancer de testiculo o cancer de utero. En otras realizaciones mas, el cancer es
un tumor vascularizado, carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de
células pequefas, melanoma, glioma, neuroblastoma, sarcoma (p. €j., un angiosarcoma o
condrosarcoma), cancer de laringe, cancer de parotida, cancer de vias biliares, cancer de
tiroides, melanoma lentiginoso acral, queratosis actinica, leucemia linfocitica aguda,
leucemia mieloide aguda, carcinoma adenoide quistico, adenomas, adenosarcoma,
carcinoma adenoescamoso, cancer anal, cancer de ano, tumor astrocitico, carcinoma de
la glandula de Bartholin, carcinoma de células basales, cancer biliar, cancer de hueso,

cancer de médula 6sea, cancer bronquial, carcinoma de glandula bronquial, carcinoide,
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colangiocarcinoma, condosarcoma, papiloma / carcinoma del plexo corioide, linfocito
cronico, leucemia mieloide crénica, carcinoma de células claras, cancer de tejido
conectivo, cistadenoma, cancer del sistema digestivo, cancer de duodeno, cancer del
sistema endocrino, tumor del seno endodérmico, hiperplasia endometrial, sarcoma del
estroma endometrial, adenocarcinoma endometrioide, cancer de células endoteliales,
cancer de ependimario, cancer de células epiteliales, sarcoma de Ewing, cancer de ojo y
oOrbita, cancer genital femenino, hiperplasia nodular focal, cancer de vesicula biliar, cancer
de antro gastrico, cancer de fondo de ojo, gastrinoma, glioblastoma, glucagonoma, cancer
de corazon, hemangiblastomas, hemangioendotelioma, hemangiomas, adenoma hepatico,
adenomatosis hepatica, cancer hepatobiliar, carcinoma hepatocelular, enfermedad de
Hodgkin, cancer de ileon, insulinoma, neoplasia intaepitelial, neoplasia de células
escamosas interepiteliales, cancer de vias biliares intrahepaticas, carcinoma de células
escamosas invasivo, cancer de yeyuno, cancer de articulaciones, cancer de Kaposi,
sarcoma de Kaposi carcinoma de células grandes, cancer de intestino grueso,
leiomiosarcoma, lentigo melanomas maligno, linfoma, cancer genital masculino, melanoma
maligno, tumores mesoteliales malignos, meduloblastoma, meduloepitelioma, cancer
meningeo, cancer mesotelial, carcinoma metastasico, cancer de boca, mucoepidermoide
carcinoma muscular, carcinoma mieloide multiple cancer, cancer del tracto nasal, cancer
del sistema nervioso, adenocarcinoma neuroepitelial, melanoma nodular, cancer de piel no
epitelial, linfoma no Hodgkin, carcinoma de células de avena, cancer oligodendroglial,
cancer de cavidad oral, osteosarcoma, adenocarcinoma seroso papilar, cancer de pene,
cancer de faringe, tumores pituitarios, plasmacitoma, pseudosarcoma, blastoma pulmonar,
cancer de recto, carcinoma de células renales, cancer del sistema respiratorio,
retinoblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma, carcinoma seroso cancer de seno, cancer de
piel, carcinoma de células pequefas, cancer de intestino delgado, cancer de musculo liso,
cancer de tejido blando, tumor secretor de somatostatina, cancer de columna, carcinoma
de células escamosas, cancer de musculo estriado, cancer submesotelial, melanoma de
extension superficial, leucemia de células T, cancer de lengua, carcinoma indiferenciado,
cancer de uréter, cancer de uretra, cancer de vejiga urinaria, cancer del sistema urinario,
cancer de cuello uterino, cancer de cuerpo uterino, melanoma uveal, cancer de vagina,
carcinoma verrugoso, VIPoma, cancer de vulva, carcinoma bien diferenciado o tumor de
Wilms.

[0169] En algunas otras realizaciones, el cancer es un linfoma no Hodgkin, como un
linfoma de células B o un linfoma de células T. En determinadas modalidades, el linfoma
no Hodgkin es un linfoma de células B, tal como un linfoma difuso de células B grandes,
linfoma mediastinico primario de células B, linfoma folicular, linfoma linfocitico pequefio,

linfoma de células del manto, linfoma de células B de zona marginal. , linfoma de células B
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de zona marginal extraganglionar, linfoma de células B de zona marginal nodal, linfoma de
células B de zona marginal esplénica, linfoma de Burkitt, linfoma linfoplasmocitico,
leucemia de células pilosas o linffoma primario del sistema nervioso central (SNC). En
ciertas otras realizaciones, el linfoma no Hodgkin es un linfoma de células T, tal como un
linfoma linfoblastico T precursor, células T periféricaslinfoma, linfoma cutaneo de células T,
linfoma angioinmunoblastico de células T, linfoma extraganglionar natural killer / linfoma de
células T, linfoma de células T tipo enteropatia, linfoma de células T tipo paniculitis
subcutanea, linfoma anaplasico de células grandes o linfoma periférico de células T .
[0170] El cancer a tratar se puede caracterizar segun la presencia de un antigeno
particular expresado en la superficie de la célula cancerosa. En determinadas
modalidades, la célula cancerosa puede expresar uno o mas de los siguientes ademas de
FLT3: CD2, CD19, CD20, CD30, CD38, CD40, CD52, CD70, EGFR / ERBB1, IGF1R,
HER3 / ERBB3, HER4 / ERBB4, MUC1, TROP2, cMET, SLAMF7, PSCA, MICA, MICB,
TRAILR1, TRAILR2, MAGE -A3, B7.1, B7.2, CTLA4 y PD1.

[0171] En realizaciones de la presente invencion, el cancer que se va a tratar se
selecciona de leucemia mieloide aguda (LMA), sindrome mielodisplasico (MDS), leucemia
linfoblastica aguda (LLA), neoplasias mieloproliferativas (MPN), linfoma, linfomas no
Hodgkin y linfoma Hodgkin clasico.

[0172] En algunas realizaciones de la presente invencion, el cancer que se va a
tratar es AML. En algunas realizaciones de la presente invencion, la AML se selecciona de
leucemia mieloblastica aguda indiferenciada, leucemia mieloblastica aguda con
maduraciéon minima, leucemia mieloblastica aguda con maduraciéon, leucemia
promielocitica aguda (APL), leucemia mielomonocitica aguda, leucemia mielomonocitica
aguda con eosinofiia aguda leucemia, leucemia eritroide aguda, leucemia
megacarioblastica aguda (AMKL), leucemia basdfila aguda, panmielosis aguda con fibrosis
y neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas (BPDCN). En algunas
realizaciones de la presente invencion, la AML se caracteriza por la expresion de CLL-1 en
las células madre de leucemia (LSC) de AML. En algunas realizaciones de la presente
invencion, las LSC en un sujeto con AML expresan ademas un marcador de membrana
seleccionado de CD34, CD38, CD123, TIM3, CD25, CD32 y CD96. En algunas
realizaciones de la presente invencion, la LMA se caracteriza como una enfermedad
residual minima (ERM). En algunas realizaciones de la presente invencion, la MRD de
AML se caracteriza por la presencia o ausencia de una mutacién seleccionada entre FLT3-
ITD ((Tirosina quinasa 3 similar a Fms) -Duplicaciones en tandem internas (ITD)), NPM1
(Nucleofosmina 1), DNMT3A (Gen de la metiltransferasa de ADNDNMT3A)y IDH
(Isocitrato deshidrogenasa 1y 2 (IDH1 e IDH2)).

[0173] En ciertas modalidades de la presente invencion, el cancer es MDS
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seleccionado de MDS con displasia multilinaje (MDS-MLD), MDS con displasia de linaje
unico (MDS-SLD), MDS con sideroblastos de anillo (MDS-RS), MDS con exceso de
blastos ( MDS-EB), MDS con del aislado (5q) y MDS, sin clasificar (MDS-U).

[0174] Se contempla que el proteina, conjugado, células, y / o las composiciones
farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden usar para tratar una variedad de
canceres, sin limitarse a canceres en los que las células cancerosas expresan FLT3. Por
ejemplo, en ciertas modalidades, el proteina, conjugado, células, y / o las composiciones
farmacéuticas descritas en este documento se pueden usar para tratar canceres que estan
asociados con células inmunes que expresan FLT3. FLT3 se expresa en muchos linajes
mieloides y células mieloides infiltrantes de tumores (p. ej., macréfagos asociados a
tumores) pueden contribuir a la progresion y metastasis del cancer. Por lo tanto, los
métodos descritos en este documento pueden usarse para tratar una variedad de
canceres en los que FLT3 se expresa, ya sea en células cancerosas o en células inmunes.
lll. Terapia de combinacién

[0175] Otro aspecto de la presente invencidon proporciona una terapia de
combinacion. Proteinas, conjugados y células que comprenden un sitio de union a
antigeno descrito en este documento. se puede usar en combinacién con agentes
terapéuticos adicionales para tratar el cancer.

[0176] Los agentes terapéuticos ejemplares que pueden usarse como parte de una
terapia de combinacion en el tratamiento del cancer, incluyen, por ejemplo, radiacion,
mitomicina, tretinoina, ribomustin, gemcitabina, vincristina, etopdsido, cladribina,
mitobronitol, metotrexato, doxorrubicina, carbocuona, pentostatina, nitracrina, zinostatina,
cetrorelix, letrozol, raltitrexed, daunorrubicina, fadrozol, fotemustina, timalfasina,
sobuzoxano, nedaplatino, citarabina, bicalutamida, vinorelbina, vesnarinona,
aminoglutetimida, amsacrina, proglumida, eliplatino acetato, ketanserina, doxifluridina,
etretinato, isotretinoina, estreptozocina, nimustina, vindesina, flutamida, drogenilo,
butocina, carmofur, razoxano, sizofilan, carboplatino, mitolactol, tegafur, ifosfamida,
prednimustina, picibanil, levamisol, teniposida, improsulfan, enocitabina, lisurida,
oximetolona, tamoxifeno, progesterona, mepitiostano, epitiostanol, formestano, interferén-
alfa, interferén-2 alfa, interferon-beta, interferon-gamma, factor estimulante de colonias-1
factor estimulante de colonias-2, denileucina diftitox, interleucina-2, factor liberador de la
hormona luteinizante y variaciones de los agentes antes mencionados que pueden
presentar una union diferencial a su receptor afin, y una vida media sérica mayor o menor
[0177] Una clase adicional de agentes que pueden usarse como parte de una
terapia combinada para tratar el cancer son los inhibidores de puntos de control
inmunitarios. Los inhibidores de puntos de control inmunitarios ejemplares incluyen

agentes que inhiben uno o mas de (i) T citotoxico-antigeno 4 asociado a linfocitos
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(CTLA4), (ii) proteina de muerte celular programada 1 (PD1), (iii) PDL1, (iv) LAG3, (v) B7-
H3, (vi) B7-H4 y (vii) TIM3 . El inhibidor de CTLA4 ipilimumab ha sido aprobado por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos para el tratamiento del
melanoma.

[0178] Sin embargo, otros agentes que pueden usarse como parte de una terapia de
combinacion para tratar el cancer son los agentes de anticuerpos monoclonales que se
dirigen a objetivos que no son puntos de control (p. ej., herceptin) y agentes no citotoxicos
(p. €j., inhibidores de tirosina quinasa).

[0179] Otras categorias de agentes anticancerigenos incluyen, por ejemplo: (i) un
inhibidor seleccionado de un inhibidor de ALK, un inhibidor de ATR, un antagonista de
A2A, un inhibidor de reparacion de escision de base, un inhibidor de tirosina quinasa Bcr-
Abl, una tirosina quinasa de Bruton Inhibidor, un inhibidor de CDC7, un inhibidor de CHK1,
un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina, un inhibidor de ADN-PK, un inhibidor de
ADN-PK y mTOR, un inhibidor de DNMT1, un inhibidor de DNMT1 mas 2-cloro-
desoxiadenosina, un inhibidor de HDAC , un inhibidor de la via de sefalizacion Hedgehog,
un inhibidor de IDO, un inhibidor de JAK, un inhibidor de mTOR, un inhibidor de MEK, un
inhibidor de MELK, un inhibidor de MTH1, un inhibidor de PARP, un inhibidor de
fosfoinositido 3-quinasa, un inhibidor de PARP1 y DHODH, un inhibidor del proteasoma,
un inhibidor de la topoisomerasa Il, un inhibidor de la tirosina quinasa, un inhibidor del
VEGFR y un inhibidor de WEE1; (ii) un agonista de OX40, CD137, CD40, GITR, CD27,
HVEM, TNFRSF25 o ICOS;y (iii) una citoquina seleccionada de IL-12, IL-15, GM-CSF y G-
CSF.

[0180] Las proteinas de la presente invencidn también se pueden usar como
complemento de la extirpacidn quirdrgica de la lesion primaria.

[0181] La cantidad de proteina, conjugado o células descritas en este documento y
el agente terapéutico adicional y el tiempo relativo de administracién pueden seleccionarse
para lograr un efecto terapéutico combinado deseado. Por ejemplo, cuando se administra
una terapia de combinacion a un paciente que necesita dicha administracion, los agentes
terapéuticos en la combinacién, o una composicion farmacéutica o composiciones que
comprenden los agentes terapéuticos, pueden administrarse en cualquier orden, como,
por ejemplo, secuencialmente, concurrentemente, juntos, simultdneamente y similares.
Ademas, por ejemplo, una proteina, conjugado o célula descrita en este documento
puede administrarse durante un tiempo en el que el o los agentes terapéuticos adicionales
ejercen su efecto profilactico o terapéutico, o viceversa.

IV. Composiciones farmacéuticas

[0182] La presente divulgaciéon también presenta composiciones farmacéuticas que
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contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina descrita en el presente
documento. La composicion se puede formular para su uso en una variedad de sistemas
de administracion de farmacos. También se pueden incluir en la composicion uno o mas
excipientes o vehiculos fisiologicamente aceptables para una formulacién adecuada. Las
formulaciones adecuadas para usar en la presente descripcidn se encuentran en
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Filadelfia, Pensilvania,
172 ed., 1985.Para una breve revision de los métodos de administracion de farmacos,
consulte, p. €j., Langer (Science 249: 1527-1533, 1990).

[0183] En un aspecto, la presente divulgacién proporciona una formulacién de una
proteina, que contiene un sitio de union a FLT3 descrito en el presente documento, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0184] En determinadas modalidades, la composicién farmacéutica incluye una
proteina que incluye un sitio de unién al antigeno con un dominio variable de cadena
pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
2. En determinadas modalidades, la formulacion incluye una proteina que incluye un sitio
de unién al antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia
de aminoacidos.al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y un
dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el
90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En determinadas modalidades, la
formulacion incluye una proteina que incluye un sitio de unién a antigeno con un dominio
variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 %
(p. €., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y un dominio variable de cadena ligera que
tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 10. En determinadas modalidades, la formulacion incluye una proteina que incluye
un sitio de unién a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:

17, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
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menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En determinadas modalidades,
la formulacion incluye una proteina que incluye un sitio de uniéon a antigeno con un
dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos
el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y un dominio variable de cadena ligera
que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 22. En determinadas modalidades, la formulacién incluye una proteina que
incluye un sitio de union a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
9, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En determinadas modalidades,
la formulacion incluye una proteina que incluye un sitio de uniéon a antigeno con un
dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos
el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y un dominio variable de cadena ligera
que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 30. En determinadas modalidades, la formulacién incluye una proteina que
incluye un sitio de union a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
9, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34. En determinadas modalidades,
la formulacién incluye una proteina que incluye un sitio de unién a antigeno con un
dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos
el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37, y un dominio variable de cadena ligera
que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 38. En determinadas modalidades, la formulacién incluye una proteina que

incluye un sitio de unidén a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene
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una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
41, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42. En determinadas modalidades,
la formulacién incluye una proteina que incluye un sitio de unién a antigeno con un
dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos
el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 45, y una luzdominio variable de cadena
que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 42. En determinadas modalidades, la formulacién incluye una proteina que
incluye un sitio de unioén a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
49, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42. En determinadas modalidades,
la formulacion incluye una proteina que incluye un sitio de uniéon a antigeno con un
dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos
el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60, y un dominio variable de cadena ligera
que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 61. En determinadas modalidades, la formulacién incluye una proteina que
incluye un sitio de unidén a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
68, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 69. En determinadas modalidades,
la formulacién incluye una proteina que incluye un sitio de unién a antigeno con un
dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos
el 90 % (p. ¢€j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 72, y un dominio variable de cadena ligera

que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %,
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94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 73. En determinadas modalidades, la formulacién incluye una proteina que
incluye un sitio de unidén a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
76, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. ¢€j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77. En determinadas modalidades,
la formulacion incluye una proteina que incluye un sitio de uniéon a antigeno con un
dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos
el 90 % (p- €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 85, y un dominio variable de cadena ligera
que tiene una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 90. En determinadas modalidades, la formulacion incluye una proteina que incluye
un sitio de union a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
14, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 94. En determinadas modalidades,
la formulacion incluye una proteina que incluye un sitio de unién a antigeno con un
dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos
el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 95, y un dominio variable de cadena ligera
que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 96. En determinadas modalidades, la formulacién incluye una proteina que
incluye un sitio de unidén a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene
una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
104, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. ¢€j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 105. En determinadas
modalidades, la formulacion incluye una proteina que incluye un sitio de unién a antigeno

con un dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al
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menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 107, yun dominio variable de
cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 108. En determinadas modalidades, la formulacion incluye
una proteina que incluye un sitio de unién a antigeno con un dominio variable de cadena
pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 115, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
116. En determinadas modalidades, la formulacién incluye una proteina que incluye un
sitio de unién a antigeno con un dominio variable de cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
123, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 124. En determinadas
modalidades, la formulacion incluye una proteina que incluye un sitio de unién a antigeno
con un dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al
menos el 90 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 125, y un dominio variable de
cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. €j., 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 126. En determinadas modalidades, la formulacion incluye
una proteina que incluye un sitio de unién a antigeno con un dominio variable de cadena
pesada que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 131, y un dominio variable de cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos de al menos el 90 % (p. ¢j., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
83.

[0185] La composicion se puede formular para su uso en una variedad de sistemas
de administracion de farmacos. Se pueden incluir uno o mas excipientes o vehiculos
fisiolégicamente aceptables en la composicion para una formulacion adecuada. Las

formulaciones adecuadas para usar en la presente descripcion se encuentran en
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Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Filadelfia, Pensilvania,
172 ed., 1985. Para una breve revision de los métodos de administracion de
medicamentos, ver, p. ¢j., Langer (Science 249: 1527-1533, 1990).

[0186] Por ejemplo, la presente divulgacion podria existir en una formulacion
farmacéutica acuosa que incluye una cantidad terapéuticamente efectiva de la proteina en
una solucion tamponada que forma una formulacion. Los vehiculos acuosos pueden incluir
agua estéril para inyeccion (SWFI), agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), una
solucién tamponada de pH (p.ej., solucion salina tamponada con fosfato), solucién salina
estéril, soluciéon de Ringer o solucion de dextrosa. En determinadas modalidades, se
prepara una formulacion acuosa que incluye la proteina descrita en el presente documento
en una soluciéon tamponada con pH. El pH de las preparaciones estara tipicamente entre 3
y 11, mas preferiblemente entre 5y 9 o entre 6 y 8, y lo mas preferiblemente entre 7 y 8,
tal como 7 a 7,5. También se pretende que los intervalos intermedios a los pH
mencionados anteriormente sean parte de esta descripcion. Por ejemplo, se pretende que
se incluyan intervalos de valores que utilizan una combinacion de cualquiera de los valores
mencionados anteriormente como limites superior y / o inferior. Ejemplos de tampones que
controlaran el pH dentro de este rango incluyen acetato (p. ej., acetato de sodio),
succinato (como succinato de sodio), gluconato, histidina, citrato y otros tampones de
acidos organicos. En determinadas modalidades, el sistema tampon incluye acido citrico
monohidrato, citrato de sodio, fosfato de disodio dihidrato y / o dihidrogenofosfato de sodio
dihidratado. En ciertas modalidades, el sistema tampdn incluye aproximadamente 1,3 mg /
ml de acido citrico (p. ¢j., 1,305 mg / ml), aproximadamente 0,3 mg / ml de citrato de sodio
(p. €j., 0.305 mg / mL), aproximadamente 1.5 mg / mL de fosfato disédico dihidratado (p.ej
1,53 mg / ml), aproximadamente 0,9 mg / ml de dihidrogenofosfato de sodio dihidrato (p.
ej., 0,86) y aproximadamente 6,2 mg / ml de cloruro de sodio (p. ¢j., 6,165 mg / ml). En
determinadas modalidades, el sistema tampon incluye 1-1,5 mg / ml de acido citrico, 0,25
a 0,5 mg / ml de citrato de sodio, 1,25 a 1,75 mg / ml de fosfato disodico dihidrato, 0,7 a
1,1 mg / ml de dihidrogenofosfato de sodio dihidrato. y 6,0 a 6,4 mg / ml de cloruro de
sodio. El pH de la formulacién liquida puede establecerse mediante la adicién de un acido
y / o base farmacéuticamente aceptable. En determinadas modalidades, el acido
farmacéuticamente aceptable puede ser acido clorhidrico. En determinadas modalidades,
la base puede ser hidréxido de sodio.

[0187] En algunas modalidades, la formulacion incluye un vehiculo acuoso, que es
farmacéuticamente aceptable (seguro y no téxico para la administracion a un ser humano)
y es util para la preparacion de una formulacion liquida. Los vehiculos ilustrativos incluyen

agua estéril para inyeccion (SWFI), agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), una
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solucion tamponada de pH (p. ¢j., solucion salina tamponada con fosfato), solucién salina
estéril, solucion de Ringer o solucién de dextrosa.

[0188] También se puede incluir en la formulacién un poliol, que actia como
tonificante y puede estabilizar el anticuerpo. El poliol se afiade a la formulacion en una
cantidad que puede variar con respecto a la isotonicidad deseada de la formulacion. En
determinadas modalidades, la formulacién acuosa puede ser isotonica. La cantidad de
poliol afiadido también puede modificarse con respecto al peso molecular del poliol. Por
ejemplo, una cantidad menor de un monosacarido (p. €j., manitol) puede ser adicionada,
en comparacion con un disacarido (como trehalosa). En determinadas modalidades, el
poliol que se puede utilizar en la formulacion como agente de tonicidad es manitol. En
determinadas modalidades, la concentracién de manitol puede ser de aproximadamente 5
a aproximadamente 20 mg / ml. En determinadas modalidades, la concentracion de
manitol puede ser de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 15 mg / ml. En ciertas
modalidades, la concentracion de manitol puede ser de aproximadamente 10 a
aproximadamente 14 mg / ml. En determinadas modalidades, la concentracion de manitol
puede ser de aproximadamente 12 mg / ml. En determinadas modalidades, el poliol
sorbitol se puede incluir en la formulacion.

[0189] También se puede afadir un detergente o tensioactivo a la formulacion. Los
detergentes ejemplares incluyen detergentes no ionicos tales como polisorbatos (p. ¢j.,
polisorbatos 20, 80 etc.) o poloxameros (p. €j., poloxamero 188).La cantidad de detergente
anadida es tal que reduce la agregacion del anticuerpo formulado y / o minimiza la
formacion de particulas en la formulacion y / o reduce la adsorcion. En determinadas
modalidades, la formulaciéon puede incluir un tensioactivo que es un polisorbato. En
determinadas modalidades, la formulacion puede contener el detergente polisorbato 80 o
Tween 80. Tween 80 es un término utilizado para describir polioxietileno (20) sorbitan
(véase Fiedler, Lexikon der Hifsstoffe, Editio Cantor Verlag Aulendorf, 42 ed., 1996). En
determinadas modalidades, la formulacion puede contener entre aproximadamente 0,1 mg
/ ml'y aproximadamente 10 mg / ml de polisorbato 80, o entre aproximadamente 0,5 mg /
ml y aproximadamente 5 mg / ml. En determinadas modalidades, se puede afadir a la
formulacién aproximadamente un 0,1 % de polisorbato 80.

[0190] En determinadas modalidades, la formulacion liquida de la divulgacion se
puede preparar como una solucion de concentracion de 10 mg / ml en combinacion con un
azucar a niveles estabilizadores. En determinadas modalidades, la formulacion liquida se
puede preparar en un vehiculo acuoso. En determinadas modalidades, se puede afadir un
estabilizador en una cantidad no mayor que la que puede dar como resultado una

viscosidad indeseable o inadecuada para la administracion intravenosa. En determinadas
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modalidades, el azlcar puede ser disacaridos, p. ¢j., sacarosa. En determinadas
modalidades, la formulaciéon liquida también puede incluir uno o mas de un agente
tampon, un tensioactivo y un conservante, que se afade a las formulaciones de la
presente para reducir la accion bacteriana. La adicion de un conservante puede, por
ejemplo, facilitar la produccion de una formulacion de usos multiples (dosis multiples).
[0191] En algunas modalidades, la presente divulgacion proporciona una
formulacion con una vida util prolongada que incluye la proteina de la presente
divulgacion, en combinacion con manitol, acido citrico monohidrato, citrato sédico, fosfato
disddico dihidrato, dihidrogenofosfato sodico dihidrato, cloruro sédico, polisorbato 80, agua
e hidroxido de sodio.

[0192] La desamidacion es una variante de producto comun de péptidos y proteinas
que puede ocurrir durante la fermentacion, cosecha / clarificacion celular, purificacion,
almacenamiento de sustancias / productos farmacéuticos y durante el andlisis de
muestras. La desamidacion es la pérdida de NH3 de una proteina que forma un intermedio
de succinimida que puede sufrir hidrolisis. El intermedio de succinimida da como resultado
una disminucién de masa de 17 dalton del péptido original. La hidrdlisis posterior da como
resultado un aumento de masa de 18 dalton. El aislamiento del intermedio de succinimida
es dificil debido a la inestabilidad en condiciones acuosas. Como tal, la desamidacion es
tipicamente detectable como un aumento de masa de 1 dalton. La desamidacion de una
asparagina da como resultado acido aspartico o isoaspartico. Los parametros que afectan
la velocidad de desamidacion incluyen pH, temperatura, constante dieléctrica del solvente,
fuerza idnica, secuencia primaria, conformacion polipeptidica local y estructura terciaria.
Los residuos de aminoacidos adyacentes a Asn en la cadena de péptidos afectan las
tasas de desamidacion. Gly y Ser que siguen una Asn en secuencias de proteinas dan
como resultado una mayor susceptibilidad a la desamidacion. En determinadas
modalidades, la formulacion liquida de la presente divulgacion puede conservarse en
condiciones de pH y humedad para evitar la desaminacion del producto proteico.

[0193] En alguna realizacion, la formulacion es una formulacion liofilizada. En
determinadas modalidades, la formulacion se liofiliza (liofiliza) y se contiene en
aproximadamente 12-60 viales. En determinadas modalidades, la formulacion se liofiliza y
un vial puede contener 45 mg de la formulacion liofilizada. En ciertas modalidades, los
aproximadamente 40 mg - aproximadamente 100 mg de formulacion liofilizada estan
contenidos en un vial. En determinadas modalidades, la formulacion liofilizada de 12, 27 o
45 viales se combinan para obtener una dosis terapéutica de la proteina en la formulacién
de farmaco intravenoso. La formulacion puede ser una formulacién liquida. En algunas
modalidades, una formulacion liquida se almacena desde aproximadamente 250 mg / vial

hasta aproximadamente 1000 mg / vial. En determinadas modalidades, la formulacién
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liquida se almacena como aproximadamente 600 mg / vial. En determinadas modalidades,
la formulacion liquida se almacena en aproximadamente 250 mg / vial.

[0194] En algunas modalidades, la formulacion liofilizada incluye las proteinas
descritas en este documento y un lioprotector. El lioprotector puede ser azlcar, p. ¢j.,
disacaridos. En determinadas modalidades, el lioprotector puede ser sacarosa o maltosa.
La formulacion liofilizada también puede incluir uno o mas de un agente tampon, un
tensioactivo, un agente de carga y / o un conservante. La cantidad de sacarosa o maltosa
util para la estabilizacion del producto farmacéutico liofilizado puede estar en una relacién
en peso de al menos 1: 2 de proteina a sacarosa o maltosa. En determinadas
modalidades, la relacion en peso de proteina a sacarosa o maltosa puede ser de 1: 2 a 1:
5.

[0195] En determinadas modalidades, el pH de la formulacion, antes de la
liofilizacion, puede establecerse mediante la adicion de un &cido y / o base
farmacéuticamente aceptable. En determinadas modalidades, el acido farmacéuticamente
aceptable puede ser acido clorhidrico. En determinadas modalidades, la base
farmacéuticamente aceptable puede ser hidroxido de sodio. Antes de la liofilizacién, el pH
de la solucion que contiene la proteina de la presente divulgacion puede ajustarse entre 6
y 8. En ciertas modalidades, el rango de pH para el producto farmacéutico liofilizado puede
serde7 a8.

[0196] En determinadas modalidades, se puede afiadir un "agente de carga". Un
"agente de carga" es un compuesto que agrega masa a una mezcla liofilizada y contribuye
a la estructura fisica de la torta liofilizada (p. ej., facilita la produccién de una torta
liofilizada esencialmente uniforme que mantiene una estructura de poros abiertos). Los
agentes de carga ilustrativos incluyen manitol, glicina, polietilenglicol y sorbitol. Las
formulaciones liofilizadas de la presente invencion pueden contener tales agentes de
carga.

[0197] En determinadas modalidades, el producto proteico liofilizado esta constituido
por un portador acuoso. El vehiculo acuoso de interés aqui es uno que es
farmacéuticamente aceptable (p. ¢j., seguro y no toxico para la administraciéon a un ser
humano) y es Uutil para la preparacion de una formulaciéon liquida, después de la
liofilizacion. Los diluyentes ilustrativos incluyen agua estéril para inyeccién (SWFI), agua
bacteriostatica para inyeccion (BWFI), una solucién tamponada de pH (p. €j., solucién
salina tamponada con fosfato), solucién salina estéril, soluciéon de Ringer o solucion de
dextrosa. En determinadas modalidades, el producto farmacéutico liofilizado de la
descripcion actual se reconstituye con agua estéril para inyeccion, USP (SWFI) o con

cloruro de sodio al 0,9 % para inyeccion, USP. Durante la reconstitucion, el polvo liofilizado
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se disuelve en una solucion. En ciertas modalidades, el producto proteico liofilizado de la
presente divulgacion se constituye en aproximadamente 4,5 ml de agua para inyeccién y
se diluye con solucion salina al 0,9 % (solucién de cloruro de sodio).

[0198] Las composiciones de proteina pueden esterilizarse mediante técnicas de
esterilizacién convencionales o pueden esterilizarse por filtracién. Las soluciones acuosas
resultantes pueden envasarse para su uso tal cual, o liofilizarse, combinandose la
preparacion liofilizada con un vehiculo acuoso estéril antes de la administracion. Las
composiciones resultantes en forma sdlida pueden empaquetarse en multiples unidades
de dosis Unica, cada una de las cuales contiene una cantidad fija del agente o agentes
mencionados anteriormente. La composicion en forma sdlida también se puede envasar
en un recipiente para una cantidad flexible.

[0199] Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las
composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden variar para obtener una
cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica
deseada para un paciente, composicion y modo de administraciéon en particular, sin ser
toxico para el paciente.

[0200] La dosis especifica puede ser una dosis uniforme para cada paciente, por
ejemplo, 50-5000 mg de proteina. Alternativamente, la dosis de un paciente se puede
adaptar al peso corporal aproximado o al area de superficie del paciente. Otros factores
para determinar la dosis apropiada pueden incluir la enfermedad o afeccion a tratar o
prevenir, la gravedad de la enfermedad, la via de administracion y la edad, sexo y afeccién
meédica del paciente. Mayor refinamiento delos calculos necesarios para determinar la
dosis apropiada para el tratamiento los realizan de forma rutinaria los expertos en la
técnica, especialmente a la luz de la informa-cidon de dosis y los ensayos descritos en este
documento. La dosis también se puede determinar mediante el uso de ensayos conocidos
para determinar las dosis utilizadas junto con los datos de dosis-respuesta apropiados. La
dosis de un paciente individual se puede ajustar a medida que se monitorea el progreso de
la enfermedad. Se pueden medir los niveles en sangre de la construccion o del complejo
objetivo en un paciente para ver si es necesario ajustar la dosis para alcanzar o mantener
una concentracion efectiva. La farmacogendmica se puede utilizar para determinar qué
construcciones y / o complejos dirigibles, y las dosis de los mismos, tienen mas
probabilidades de ser eficaces para un individuo determinado (Schmitz et
al.,Clinica.Chimica.Acta.308: 43 - 53, 2001;Steimer et al.,Clinica.Chimica.Acta.308: 33 -
41, 2001).

[0201] En general, las dosis basadas en el peso corporal son de acerca de 0,01 pg

hasta acerca de 100 mg por kg de peso corporal, como acerca de 0,01 ug hasta acerca de
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100 mg / kg de peso corporal, acerca de 0,01 pug hasta acerca de 50 mg / kg de peso
corporal, acerca de 0,01 ug hasta acerca de 10 mg / kg de peso corporal, acerca de 0,01
Mg hasta acerca de 1 mg / kg de peso corporal, acerca de 0,01 ug hasta acerca de 100 ug
/ kg de peso corporal, acerca de 0,01 ug hasta acerca de 50 ug / kg de peso corporal,
acerca de 0,01 ug hasta acerca de 10 pg / kg de peso corporal, acerca de 0,01 ug hasta
acerca de 1 ug / kg de peso corporal, acerca de 0,01 ug hasta acerca de 0,1 ug / kg de
peso corporal, acerca de 0,1 ug hasta acerca de 100 mg / kg de peso corporal, acerca de
0,1 ug hasta acerca de 50 mg / kg de peso corporal, acerca de 0,1 ug hasta acerca de 10
mg / kg de peso corporal, acerca de 0,1 ug hasta acerca de 1 mg / kg de peso corporal,
acerca de 0,1 ug hasta acerca de 100 ug / kg de peso corporal, acerca de 0,1 ug hasta
acerca de 10 ug / kg de peso corporal, acerca de 0,1 pg hasta acerca de 1 ug / kg de peso
corporal, acerca de 1 ug a acerca de 100 mg / kg de peso corporal, acerca de 1 ug a
acerca de 50 mg / kg de peso corporal, acerca de 1 ug a acerca de 10 mg / kg de peso
corporal, acerca de 1 yg a acerca de 1 mg / kg de peso corporal, acerca de 1 ug a acerca
de 100 ug / kg de peso corporal, acerca de 1 ug a acerca de 50 ug / kg de peso corporal,
acerca de 1 ug a acerca de 10 ug / kg de peso corporal, acerca de 10 ug hasta acerca de
100 mg / kg de peso corporal, acerca de 10 pug hasta acerca de 50 mg / kg de peso
corporal, acerca de 10 ug hasta acerca de 10 mg / kg de peso corporal, acerca de 10 pg
hasta acerca de 1 mg / kg de peso corporal, acerca de 10 ug hasta acerca de 100 ug / kg
de peso corporal, acerca de 10 ug hasta acerca de 50 ug / kg de peso corporal, acerca de
50 pg hasta acerca de 100 mg / kg de peso corporal, acerca de 50 ug hasta acerca de 50
mg / kg de peso corporal, acerca de 50 pug hasta acerca de 10 mg / kg de peso corporal,
acerca de 50 pyg hasta acerca de 1 mg / kg de peso corporal, acerca de 50 ug hasta
acerca de 100 pg / kg de peso corporal, acerca de 100 ug hasta acerca de 100 mg / kg de
peso corporal, acerca de 100 ug hasta acerca de 50 mg / kg de peso corporal, acerca de
100 pg hasta acerca de 10 mg / kg de peso corporal, acerca de 100 ug hasta acerca de 1
mg / kg de peso corporal, acerca de 1 mg hasta acerca de 100 mg / kg de peso corporal,
acerca de 1 mg hasta acerca de 50 mg / kg de peso corporal, acerca de 1 mg hasta
acerca de 10 mg / kg de peso corporal, acerca de 10 mg hasta acerca de 100 mg / kg de
peso corporal, acerca de 10 mg hasta acerca de 50 mg / kg de peso corporal, acerca de
50 mg hasta acerca de 100 mg / kg de peso corporal. Las dosis se pueden administrar una
0 mas veces al dia, semanalmente, mensualmente o anualmente, o incluso una vez cada
2 a 20 afos. Las personas con conocimientos ordinarios de la técnica pueden estimar
facilmente los indices de repeticion para la dosificaciéon basandose en los tiempos de
residencia medidos y las concentraciones de la construccion o el complejo seleccionable
en los fluidos o tejidos corporales. La administracion de la presente invencién podria ser

intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intrapleural, intratecal,
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intracavitaria, por perfusion a través de un catéter o por inyeccion intralesional directa.Esto
se puede administrar una o0 mas veces al dia, una o mas veces a la semana, una 0 mas
veces al mes y una o mas veces al ano.

[0202] La descripcion anterior describe multiples aspectos y realizaciones de la
presente invencion.La solicitud de patente contempla especificamente todas las
combinaciones y permutaciones de los aspectos y realizaciones.

[0203] A lo largo de la descripcion, cuando se describe que las composiciones
tienen, incluyen o comprenden componentes especificos, o cuando se describen procesos
y métodos que tienen, que incluyen o comprenden etapas especificas, se contempla que,
ademas, hay composiciones de la presente invencion que consisten esencialmente en, o
consisten en, los componentes enumerados, y que existen procesos y métodos de
acuerdo con la presente invencion que consisten esencialmente en, o consisten en, las
etapas de procesamiento enumeradas.

[0204] En la solicitud, cuando se dice que un elemento o componente esta incluido y
/ o seleccionado de una lista de elementos o componentes enumerados, debe entenderse
que el elemento o componente puede ser cualquiera de los elementos o componentes
enumerados, o el El elemento o componente puede seleccionarse de un grupo que consta
de dos 0 mas de los elementos 0 componentes enumerados.

[0205] Ademas, debe entenderse que los elementos y / o caracteristicas de una
composicion o un método descritos en el presente documento pueden combinarse de
diversas formas sin apartarse del espiritu y alcance de la presente invencién, ya sean
explicitos o implicitos en el presente documento. Por ejemplo, cuando se hace referencia a
un compuesto particular, ese compuesto puede usarse en diversas realizaciones de
composiciones de la presente invencion y / o en métodos de la presente invencion, a
menos que se entienda lo contrario a partir del contexto. En otras palabras, dentro de esta
aplicacion, las modalidades se han descrito y representado de una manera que permite
escribir y dibujar una aplicacién clara y concisa, pero se pretende y se apreciara que las
realizaciones pueden combinarse o separarse de diversas formas sin separarse del
presentes ensefianzas e invencidon (es). Por ejemplo, se apreciara que todas las
caracteristicas descritas y representadas en este documento pueden ser aplicables a
todos los aspectos de la (s) invencion (es) descritas y representadas en este documento.
[0206] Debe entenderse que la expresion "al menos uno de" incluye individualmente
cada uno de los objetos recitados después de la expresiony las diversas combinaciones
de dos o mas de los objetos enumerados a menos que se entienda lo contrario por el
contexto y el uso. La expresion "y/o" en relacion con tres o mas objetos enumerados debe
entenderse que tiene el mismo significado a menos que se entienda lo contrario a partir

del contexto.
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[0207] El uso del término "incluyen", "incluye", "incluyendo", "tienen", "tiene",
"tieniendo”, "contienen", "contiene" o "conteniendo", incluidos sus equivalentes
gramaticales, debe entenderse generalmente como de final abierto y no limitativo, por
ejemplo, sin excluir elementos o pasos adicionales no citados, a menos que se indique
especificamente o se entienda lo contrario del contexto.
[0208] Cuando el uso del término "aproximadamente" esta antes de un valor
cuantitativo, la presente invencion también incluye el valor cuantitativo especifico en si, a
menos que se indique especificamente lo contrario. Como se usa en este documento, el
término "aproximadamente" se refiere a una variacion de + 10 % del valor nominal a
menos que se indique o se infiera lo contrario.
[0209] Debe entenderse que el orden de los pasos o el orden para realizar ciertas
acciones es irrelevante mientras la presente invencion siga siendo operativa.Ademas, se
pueden realizar dos 0 mas pasos o0 acciones simultdneamente.
[0210] El uso de cualquier o todos los ejemplos, o lenguaje ejemplar en el presente
documento, por ejemplo, "tal como" o "incluido", esta destinado simplemente a ilustrar
mejor la presente invencion y no supone una limitacion en el alcance de la invencion a
menos que se reivindique. Ningun lenguaje en la especificacion debe interpretarse como si
indicara cualquier elemento no reivindicado como esencial para la practica de la presente
invencion.

EJEMPLOS
[0211] Los siguientes ejemplos son meramente ilustrativos y no pretenden limitar el
alcance o contenido de la invencion de ninguna manera.
Ejemplo 1. Caracterizacion de sobrenadantes de clones de hibridomas
seleccionado
[0212] Se generaron anticuerpos especificos de FLT3 inmunizando ratones con la
proteina de fusion hFLT3-His. Se evalud la unién de FLT3 de los sobrenadantes de 228
hibridomas mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), y 96
hibridomas se unieron de forma no covalente a la proteina hFLT3-His. Se seleccionaron
once clones basandose en estimaciones preliminares de afinidad de uniéon por
interferometria de biocapa (BLI), unién a células humanas y de mono cynomolgus que
expresan FLT3, y diversidad de epitopos. La capacidad de estos 11 clones para unirse a
hFLT3-His se analizé adicionalmente mediante resonancia de plasmén de superficie de
alta resolucion (SPR). El experimento se realizé a los 37 °C para imitar la temperatura
fisiolégica con un instrumento Biacore 8K. Los sensorgramas y parametros cinéticos de
Biacore se presentan en la Tabla 4 y los datos brutos y los ajustes se muestran en FIG. 1.
Siete de once hibridomas unidos a Kp menos de 10 nM, y cinco muestran constante de
tasa de disociacion lenta (Kq <5 x 10 s°1).
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[0213]
mediante BLI usando OctetRed384 (ForteBio). Brevemente, los sobrenadantes de

La combinacion de fusiones de hibridomas con mAb de referencia se realizé

hibridoma se cargaron en puntas de sensor de captura de IgG anti-raton durante 15
minutos y se equilibraron durante 5 minutos en PBSF. Los sensores se sumergieron en
hFLT3-His 200 nM y se dejaron asociar durante 180 segundos seguido de inmersion en
IgG de control 100 nM o solucion de ligando FTL3 200 nM. El aumento en las unidades de
respuesta indicé que el hibridoma no competia con el mAb de referencia, mientras que
ningun aumento en la sefal indicd que el hibridoma competia con el mAb de referencia.
FL23 (Amgen) y FL39 (Amgen) se unen al dominio 1. EB10 (ImClone), un bloqueador del
ligando FLT3 conocido, se une al dominio 3. FL61 (Amgen) también se une al dominio 3,
pero no es un bloqueador del ligando FLT3. 4G8 (Syninmune) se une al dominio 4.NC7

(Imclone) se une al dominio 5. Las secuencias VH y VL de estos anticuerpos de referencia

se proporcionan en la Tabla 3.

Tabla 3.Anticuerpos de referencia

descrito en la
publicacién de
solicitud de EE.

RSSNTAYMHLSSLTSDDSAVYYCA
RAITTTPFDFWGQGTQLTV NOSS:

mAb a-FLT3 VH VL

4G8 QVQLQQPGAELVKPGASLKLSCKS | DIVLTQSPATLSVTPG

(Synimmune) SGYTFTSYWMHWVRQRPGHGLEW | DSVSLSCRASQSISNN
’ IGEIDPSDSYKDYNQKFKDKATLTVD | LHWYQQKSHESPRLLI

KYASQSISGIPSRFSG
SGSGTDFTLSINSVET

! 135 EDFGVYFCQQSNTWP
gﬂ.gr\égrgmzow/ YTFGGGTKLEIK (SEQ
ID NO: 136)
EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKA | DVWMTQSPLSLPVTP
EB10 (ImClone / | SGYTFTSYYMHWVRQAPGQGLEW | GEPASISCRSSQSLLH
Lily), divuigada | MIG!INPSGGSTSYAQKFQGRVTMTR | SNGNNYLDWYLQKPG
on 1a publicacion | DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCA | QSPQLLIYLGSNRASG
o sonci | RGVGAHDAFDIWGQGTTVTVSS VPDRFSGSGSDTDFT
EE (SEQ ID NO: 137) LQISRVEAEDVGVYYC
' MQGTHPAISFGQGTR

LEIK (SEQ ID NO: 138)

NC7 (Imclone /
Lilly), divulgada
en la publicacion
de solicitud de
EE. UU. No.
2011/
0008355A1

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKA
SGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWM
GGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADK
STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCATF
ALFGFREQAFDIWGQGTTV NOSS:
139)

DIQMTQSPSSLSASV
GDRVTITCRASQSISS
YLNWYQQKPGKAPKL
LIYAASSLQSGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSL
QPEDLATYYCQQSYS
TPFTFGPGTKVDIK
(SEQ ID NO: 140)

FL23 (Amgen),
divulgada en la
publicacion de
solicitud de EE.
UU. No.
2017/0037149A
1

QVTLKESGPALVKPTETLTLTCTVS
GFSFRNARMGVSWIRQPPGKALEW
LAHIFSNDEKSYSTSLKSRLTISKDT
SKSQVVLTLTNMDPVDTATYFCAR
MPEYSSGWSGAFDIWGQGTMVTV
SS (SEQ ID NO: 141)

DIQMTQSPSSLSASV
GDRVTITCRASQDIGY
DLGWYQQKPGKAPK
RLIYAASTLQSGVPSR
FSGSGSGTEFTLIISSL
QPEDFATYYCLQHNS
FPWTFGQGTKVEIK
(SEC ID NO: 142)
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FL39 (Amgen),
divulgada en la
publicacion de
solicitud de EE.
UU. Num.
2017/0037149A
1

QVTLKESGPTLVKPTETLTLTCTLSG
FSLNNARMGVSWIRQPPGKCLEWL
AHIFSNDEKSYSTSLKNRLTISKDSS
KTQVVLTMTNVDPVDTATYYCARIV
GYGSGWYGFFDYWGQGTLVTV
NOSS (143)

DIQMTQSPSSLSASV
GDRVTITCRASQGIRN
DLGWYQQKPGKAPK
RLIYAASTLQSGVPSR
FSGSGSGTEFTLTISS
LQPEDFATYYCLQHN
SYPLTFGCGTKVEIK
(SEQ ID NO: 144)

FL61 (Amgen) QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAA | DIQMTQSPSSLSASV
divulgada en Ié SGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEW | GDRVTITCRASQSISS
publicacion de VAVISYDGSNEFYADSVKGRFTISR | YLNWYQQKPGKAPKL
solicitud de EE DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC | LIYAASSLQSGVPSRF
UU. No. " | ARGGEITMVRGVIGYYYYGMDVWG | SGSGSGTEFTLTISSL
2017/0037149A SQGTTVTVS: 145 QPEDFATYYCLQHNS
y YPLTFGGGTKVEIK

(SEQ ID NO: 146)
[0214] Se observd que los anticuerpos producidos a partir de cinco de los

hibridomas, a saber 4A4, 11F4, 1A2, 4H2 y 13C9, no compitieron con ninguno de los
anticuerpos de referencia por la union a hFLT3-His. Se evalud la reactividad cruzada con
FLT3 de mono cynomolgus (cFLT3) midiendo la union de los anticuerpos a células RMA
isogénicas que expresan cFLT3.

[0215]
codifica cFLT3 o FLT3 humano (hFLT3). La union de los mAb a-FLT3 de las cosechas de
hibridoma en bruto a las lineas celulares isogénicas hFLT3 o cFLT3, asi como a las lineas

Brevemente, las células RMA se transdujeron con un vector retroviral que

celulares cancerosas FLT3 +, se realizé como sigue. Se afiadieron 100.000 células RMA,
REH o SEM por pocillo de una placa de fondo redondo de 96 pocillos. Las células se
centrifugaron y el sedimento se disocid suavemente mediante agitacion con vortex. Se
afnadieron 50 pl de colorante vivo / muerto Zombie (PBS + colorante 1: 2000) por pocillo y
se incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante 20 minutos. Las células se
lavaron con 200 ul de tampén FACS (PBS + FBS al 2 %). Se afadieron 50 ul de
sobrenadantes de hibridoma a las células lavadas y las mezclas se incubaron durante 30
minutos en hielo en la oscuridad. Las células se lavaron una vez y luego se anadieron 50
ul de reactivo secundario anti-Fc-PE de raton (dilucion 1: 200) y se incubaron durante 20
minutos en hielo en la oscuridad. Las células se lavaron y fijaron con 50 pl de
paraformaldehido al 4 % durante 15 minutos en hielo. Las células se lavaron de nuevo y
luego se resuspendieron en 200 ul de tampon FACS y se almacenaron a 4 ° C hasta que
estuvieron listas para la adquisicion. Las muestras se procesaron en BD FACSCelesta
equipado con un HTS (muestreador de alto rendimiento).

[0216]
hibridoma a las células cancerosas REH (numero de catalogo ATCC CRL-8286), una linea

También se midieron las afinidades de unién de los sobrenadantes de

celular de LLA humana que expresa FLT3. Como se muestra en la Tabla 4, la mayoria de
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los clones mostraron afinidad de unién a las células cancerosas que expresan hFLT3 y
reactividad cruzada con cFLT3. No se recopilaron los datos de union de FLT3 de mono
cynomolgus para 14A5y 15A11.

Tabla 4. Parametros cinéticos y afinidades de la uniéon de FLT3-His a los anticuerpos

producidos a partir de hibridomas candidatos

Articulos SPRa37°C < MFI de union celular
D

wd:ba agg‘;f,'ndi:m kn(1/S) | Ko(/s) mﬁ; p | X | Ren
4A4 Unico 3,38 x 105 3,35 x 10* 1.0 1493 2002 2002
11F4 Unico 1,73 x 10° 1,88 x 104 1.1 305 495 495
12H10 4G8 1,74x105 | 3,43x10% | 2.0 544 696 696
15A11 EB10 499x105 | 117x10% | 23 332 n/A | n/A
12C9 FL23 567x10° | 311x10% | 54 1020 3937 | 664
1A2 dnico 114x105 | 7,49x10% | 65 238 461 461
14A5 FL23 1,70x 105 | 1,49x103 | 87 1005 n/A | 2071
4H2 dnico 8,05x10* | 9,18x 10% | 11 570 1017 | 1017
13C9 dnico 2,12x105 | 3,02x103 | 14 546 834 834
8F02 FL23 1,67 x105 | 2,80x103 | 17 829 2729 | 2271
14HO08 FL23 129x105 | 2,40x103 | 19 959 3074 | 1776

Ejemplo 2. Analisis de anticuerpos murinos anti-FLT3 purificados

[0217] Sobre la base del analisis presentado anteriormente, se seleccionaron ocho
hibridomas (4A4, 11F4, 12H10, 15A11, 12C09, 1A2, 14A5, 4H2) para subclonacion y
secuenciacion. Se produjeron y analizaron dos subclones de cada hibridoma parental. Se
determiné que las secuencias de cada hibridoma eran unicas.Cada subclon se purificd a
partir del cultivo de hibridoma y la union a hFLT3-His fue confirmada por SPR como se
muestra en FIG. 2. Las constantes cinéticas y las afinidades de union de hFLT3 a mAbs
subclonados murinos purificados se muestran en la Tabla 5. La unién con anticuerpos de
referencia se llevo a cabo usando el método descrito en el Ejemplo 1 y cuatro anticuerpos,
a saber, 4A4.A3, 11F4.B9, 1A2.A3 y 4H2.E3, no compitid con ninguno de los anticuerpos
de referencia para unirse a hFLT3-His.

Tabla 5: Parametros cinéticos y afinidades de la unién de hFLT3 a subclones
murinos purificados

Articulos de kun (11 Ko (1/s) Kb, (nM)
prueba Sra.)
1A2.A3 1,1 x10° 8,9 x10* 8.5
4A4.A3 1,1 x10° 8,2 x 10* 7.3
4H2.E3 5,7 x 10* 1,0x 103 17,6
11F4.B9 1,5 x 10° 2,5x10* 1,7
12C9.E5 3,4 x10* 6,3 x 10* 18,7
12H10.G7 1,0 x 10° 55 x10* 5.4
14A5.E8 1,3 x10° 1,9x103 15,1
15A11.C8 4,5x10* 4,8 x10* 10,5
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[0218] La union celular de los mAb subclonados purificados se confirmd con lineas
celulares de RMA que expresan FLT3 de mono cynomolgus y humano isogénico. Con la
excepcion de 12C9.E5, todos los clones unidos a la superficie celular expresaron FLT3
humano y de mono cynomolgus (Tabla 6). De manera similar, todos los subclones se
unieron con alta afinidad a SEM (numero de catalogo de DSMZ ACC 546), una linea
celular de LLA humana que expresa FLT3.

Tabla 6: Confirmacion de unién celular de mAb de ratéon purificados a lineas
celulares FLT3 RMA de mono cynomolgus y humano

Articulos RMA- RMA- RMA- RMA- SEM SEM
de prueba hFLT3 hFLT3’ cFLT3 cFLT3’ EC50 | Max
EC50 (nM) | MFI max. EC50 (nM) | MFI max. | (nM) MFI
1A2.A3 0,80 499 1,82 2834 5.47 1361
4A4.A3 0,72 1021 1.07 5566 3,29 2352
4H2.E3 0,66 696 1,56 3454 7.57 1510
11F4.B9 0,53 493 1,23 2589 2,43 1141
NOTESE . . noétese notese notese | nétese
12C9BS | giENs notese bien | .. bien bien | bien
12H10.G7 | 0,36 1136 0,94 5262 3,20 2831
14A5.E8 ~2.07 415 1,25 1779 ~1.07 | 1956
15A11.C8 | 0,41 1406 0,82 6512 ~1,13 | 3861

Ejemplo 3. Propiedades de bloqueo de ligandos de anticuerpos murinos anti-FLT3
seleccionados

[0219] Este ejemplo se disefid para caracterizar la capacidad de anticuerpos
murinos anti-FLT3 seleccionados para bloquear las interacciones de FLT3 con el ligando
de FLT3. La capacidad de los mAb a-FLT3 para unirse a células cancerosas EOL-1 que
expresan FLT3 (numero de catalogo DSMZ ACC 386) se probd antes y después de la
adicidon de concentraciones saturantes de ligando FLT3 soluble. Para cada anticuerpo, su
porcentaje de valor de bloqueo de ligando se calculé como la disminucion en la sefal de
union de mAb obtenida en presencia del ligando FLT3 en relacion con la obtenida en
ausencia del ligando FLT3 indicado. Se usé mAb EB10 bloqueador de ligando FLT3
conocido como control positivo. Como se muestra en FIG. 3, el 12H10.G7, 11F4.B9 y
anticuerpos 4A4.A3, 14A5.E8 no interfirieron con la unién de FLT3 al ligando FLT3,
mientras que el anticuerpo 15A11.C8 bloqued la union del ligando FLT3 a FLT3.

Ejemplo 4. Analisis de responsabilidad de secuencia putativa

[0220] Pasivos de secuencia potencial en CDR (identificados bajo Chothia) del
12H10.G7, 11F4.B9 y anticuerpos 4A4.A3, 14A5.E8 fueron examinaron. Se consideraron
los siguientes pasivos potenciales: M (sitio de oxidacion potencial);Motivo de secuencia
NG, NS y NT (sitio de desamidacién potencial);Motivo de secuencia DG, DS y DT (sitio de
isomerizacion potencial);Motivo de secuencia DP (sitio potencial para la hidrélisis quimica).
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Los resultados se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Pasivos de secuencia putativos en las CDR de mAbs murinos seleccionados

ID de | Motivo de responsabilidad de secuencia ubicacion deI. .mOt'VO
., . de responsabilidad de
clonacion potencial .
secuencia
12H10.G7 DS (sitio de isomerizacion) CDRH3
14A5.E8 M (sitio de oxidacion) CDRL1
11F4.B9Y M (§|t|o N de oxidacion), NS CDRL1
(desamidacion)
DP (hidrdlisis quimica) CDRL3
4A4.A3 ninguna [En blanco]
[0221] Ademas, un posible riesgo de secuencia en M34, que cae dentro de CDRH1

de 12H10.También se identifico el G7 bajo Kabat. Se disefiaron variantes de estos

anticuerpos para eliminar los supuestos motivos de riesgo de secuencia.

Ejemplo 5. Humanizacion y maduracién de la afinidad

[0222] Segun los datos recopilados sobre la cinética y la afinidad por la proteina
hFLT3 recombinante, la unién a lineas celulares que expresan FLT3 humana y de mono
cynomolgus, la union a diferentes células cancerosas de LMA y LLA, el perfil de
agrupacion, asi como la unién a ligando FLT3 no inhibido, cuatro subclones de hibridoma
de ratén, a saber, 12H10.G7, 11F4.B9, 4A4.A3 y 14A5.E8, fueron seleccionados para
humanizacién. Aunque 4A4.A3 y 14A5.E8 mostré afinidades ligeramente inferiores a
hFLT3 que 12H10.G7 y 11F4.B9, estos anticuerpos parecian unirse a un epitopo uUnico
(sin bloqueo cruzado con anticuerpos de referencia) y al Dominio 1 de FLTS3,
respectivamente, y por lo tanto se analizaron adicionalmente para explorar la diversidad de
epitopos.

[0223] El anticuerpo 12H10.G7 se humanizé para crear GB94 y GB102 como se
describe supra, que compartian las mismas secuencias VH y VL. Se introdujeron
mutaciones inversas en las regiones marco para crear variantes GB87 a GB93 y GB95 a
GB101.

[0224] El anticuerpo 11F4.B9 se humanizé para crear 1153 y 1154 como se
describié anteriormente, que compartian las mismas secuencias VH y VL. Se introdujeron
mutaciones inversas en las regiones marco para crear las variantes 1151 y 1152. El
anticuerpo 1153 también estuvo sujeto a maduracion por afinidad. En resumen, se disefio
una biblioteca centrada en las CDR del 1553 FLT3 scFv y se mostro en la superficie de la
levadura. La seleccion FACS se realizé dos veces incubando la levadura con biotinilada

humana.Antigeno FLT3-His. Las muestras de salida enriquecidas con FACS se
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combinaron con mutantes CDR adicionales para hacer una segunda biblioteca. Se
llevaron a cabo dos rondas de seleccion FACS adicional titulando con FLT3-His humana
biotinilada de 100 nM a 1 nM. La clasificacion se realizé a 10 nM, donde se observé un
claro aumento en la sefial de la biblioteca en comparacion con la original. Los clones de
levadura clasificados se sembraron y se cribaron.

Ejemplo 6.Evaluaciéon de la uniéon de anticuerpos a células expresadas en antigenos
de cancer humanos

[0225] Se utilizaron lineas celulares isogénicas que expresan ectopicamente FLT3
de mono cynomolgus y humano para evaluar la reactividad cruzada entre FLT3 de mono
cynomolgus y humano. Se uso la linea celular de cancer humano RMA que expresa
hFLT3 o cFLT3 para evaluar la union al antigeno tumoral de los anticuerpos que se unen a
FLT3. Las lineas celulares de LMA humana MOLM-13 y MV4-11 y la linea celular de LLA
humana REH se utilizaron para evaluar la capacidad de unién de los anticuerpos. En
particular, se usaron células MOLM-13, que expresaban FLT3-T227M, para evaluar la
capacidad del anticuerpo anti-FLT3 para unirse a un FLT3 mutante.

[0226] El mAb 1158, un anticuerpo monoclonal humanizado a partir de 12H10.G7 en
el formato de IgG1 humana, se diluyd y se incubd con las células respectivas. A
continuacion, las células se incubaron con un anticuerpo secundario IgG antihumano
conjugado con fluoréforo y se analizaron mediante citometria de flujo. Los valores de
intensidad de fluorescencia media (MFI) se normalizaron con respecto a los controles de
anticuerpo secundario Unicamente para obtener valores de fondo (FOB) de doblez.

[0227] Como se muestra en FIG. 4A y FIG. 4B, 1158 mAb unido a células RMA que
expresan ectopicamente FLT3 humano y cynomolgus con potencia equivalente.Como se
muestra en FIG. 4C, Células REH unidas a mAb 1158, que eran células LLA humanas.
Como se muestra en FIG. 5, 1158 mAb se unié a células MOLM-13, que expresaban
FLT3-T227M.

[0228] Las células MV4-11, que expresaban FLT3-ITD, también se usaron para
evaluar la capacidad del anticuerpo anti-FLT3 para unirse a un FLT3 mutante usando un
método similar. Se observd que un anticuerpo biespecifico que contiene un sitio de unién
al antigeno en forma de un scFv derivado de las células MV4-11 unidas a mAb 1158.
Ejemplo 7. Evaluacion de la internalizacion de anticuerpos

[0229] La linea celular de cancer humano EOL-1, derivada de leucemia eosindfilica,
se usO para evaluar la internalizacion de FLT3 después de la incubacion con 1158 mAb.
Las células EOL-1 en placas duplicadas se incubaron con 1158 mAb o anticuerpo de
control de isotipo higG1 a 37°C. °C durante dos horas.Después de la incubacién, se
lavaron las células y se tifid el FLT3 total usando un anticuerpo anti-FLT3 no competitivo.
La internalizacion de FLT3 se calculd de la siguiente manera:
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% de internalizacion = (1- (muestra MFI 2 horas / hlgG1 isotipo MFI 2 horas)) x 100 %
[0230] La internalizacion de FLT3 después de la incubacién con 1158 mAb en
células REH, medida usando el método anterior, fue de aproximadamente 8,27 %. La
internalizacion de FLT3 después de la incubacién con 1158 mAb en células EOL-1,
medida usando el método anterior, fue de aproximadamente 8,30 %.

Ejemplo 8. Ensayo de citotoxicidad de células NK humanas primarias
[0231] La lisis de las células objetivo se midié mediante el ensayo de citotoxicidad
DELFIA. Brevemente, las lineas celulares de cancer humano que expresan FLT3 se
recogieron del cultivo, se lavaron con HBS y se resuspendieron en medio de crecimiento a
10°C.%/ mL para etiquetar con reactivo BATDA (Perkin Elmer C136-100). Se siguieron las
instrucciones del fabricante para el etiquetado de las células objetivo. Después del
marcaje, las células se lavaron tres veces con HBS y se resuspendieron a 0,5-1,0x10% mL
en medio de cultivo. Se afiadieron 100 pl de células marcadas con BATDA a cada pocillo
de la placa de 96 pocillos. El mAb 1158 se diluyé en medio de cultivo y se aiadieron 50 pl
de mAb diluido a cada pocillo.
[0232] Para preparar células NK, se aislaron PBMC de capas leucociticas de sangre
periférica humana usando centrifugacion en gradiente de densidad, se lavaron y se
prepararon para el aislamiento de células NK. Las células NK se aislaron usando una
técnica de seleccion negativa con perlas magnéticas. La pureza de las células NK aisladas
fue tipicamente >90 % de CD3-CD56+. Las células NK aisladas se dejaron en reposo
durante la noche y se recogieron del cultivo. A continuacién, las células se lavaron y se
resuspendieron a concentraciones de 105-2.0x10%/ mL en medio de cultivo para una
relacion efector-objetivo (E: T) de 5: 1. Se agregaron 50 ul de células NK a cada pocillo de
la placa para un total de 200 pl de cultivo.volumen. La placa se incub6 a 37 °C con 5 %
CO, durante 2-3 horas.
[0233] Después de la incubacion, la placa se retiré de la incubadora y las células se
sedimentaron mediante centrifugacion a 200 xg durante 5 minutos. Se transfirieron 20 pl
de sobrenadante de cultivo a una microplaca limpia y se afiadieron a cada pocillo 200 pl
de solucion de europio a temperatura ambiente (Perkin Elmer C135-100). La placa se
protegié de la luz y se incubd en un agitador de placas a 250 rpm durante 15 minutos,
luego se leyo utilizando instrumentos SpectraMax i3X.
[0234] Se midi6 la liberacion espontanea de sustancia que puede formar un quelato
fluorescente con europio en células objetivo incubadas en ausencia de células NK. La
liberacion maxima de dicha sustancia se mididé en células objetivo lisadas con Triton-X al
1 %. El % de lisis especifica se calculé como sigue:

% De lisis especifica = ((liberaciéon experimental - liberacién espontanea) /

(Liberacién maxima - Liberacion espontanea)) * 100 %.

90



Numero de expediente: 14247-473-228

[0235] FIG. 6A-6D muestran la actividad de 1158 mAb en la mejora de la muerte
mediada por células NK primarias de lineas celulares de LMA humana o LLA EOL-1 (FIG.
6A), Reh (FIG. 6B), RS4-11 (FIG. 6C)y MV4-11 (FIG. 6D). EIl mAb 1158 aumento la
capacidad de las células NK para matar las células objetivo de una manera dependiente
de la dosis.

Ejemplo 9. Evaluacion de la uniéon de TriNKET o mAb a sangre humana completa
[0236] Se evalud la capacidad de 1158 mAb para unirse a diferentes tipos de
células sanguineas. Brevemente, se incubd sangre completa humana con 1158 mAb o un
anticuerpo de control de isotipo IgG1 humano. Las células sanguineas se analizaron
mediante citometria de flujo y se detectd la unién de 1158 mAb o el anticuerpo de control
de isotipo usando un anticuerpo secundario IgG antihumano conjugado con fluoréforo.
[0237] No se observd unién significativa de 1158 mAb a granulocitos, monocitos,
células B, células NK, células T CD8 + y células T CD4 + en la sangre.

Ejemplo 10. Activacion de la senalizacion FLT3

[0238] La fosforilacion de FLT3, un marcador de sefalizacién de FLT3, se midio
mediante ELISA pFLT3 (R&D Systems DYC368). Las células EOL-1 se sembraron en
placas de fondo redondo de 96 pocillos. Se afiadieron 1158 mAb y / o FLT3L. Las
muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos y se sedimentaron
inmediatamente a 300 xg durante 5 minutos. Las células se lavaron dos veces con PBS.
Los sedimentos celulares se resuspendieron en 200 ul de tampon de lisis n°® 9 y se
incubaron en hielo durante 15 minutos. Las muestras se sedimentaron a 2000 xg durante
5 minutos y los sobrenadantes se ftransfirieron a tubos de ensayo limpios. Las
concentraciones de proteina se cuantificaron usando el ensayo de proteina total BCA. Las
muestras se diluyeron en Diluyente IC n° 12 segun fuera apropiado. Los lisados se
midieron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracién de pFLT3 en
cada muestra se determind por interpolacion de valores de la curva estandar derivada. Los
valores de densidad optica de los estandares conocidos se trazaron frente a sus
respectivas concentraciones y los datos se ajustaron a un modelo de regresion lineal.
[0239] Como se muestra en FIG. 7A, FLT3L condujo a un aumento de 3 veces en
los niveles de pFLT3, mientras que 1158 mAb no indujo una fosforilacién significativa de
FLT3. FIG. 7B muestra que cuando las células se incubaron con 1158 mAb en
combinacion con FLT3L, 1158 mAb no inhibio la fosforilacion de FLT3 inducida por FLT3L.
Estos resultados fueron consistentes con la observacion de que 1158 mAb no compitio
con FLT3L para unirse a FLT3.

Incorporacion por referencia

[0240] A menos que se indique lo contrario, la descripcion completa de cada uno de
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los documentos de patente y articulos cientificos a los que se hace referencia en este
documento se incorpora como referencia para todos los propdsitos.

Equivalentes
[0241]
del espiritu o caracteristicas esenciales de la misma. Por lo tanto, las anteriores deben

La invencién puede materializarse en otras formas especificas sin apartarse

considerarse en todos los aspectos ilustrativas mas que limitantes de la invencion aqui
descrita. Por tanto, el alcance de la invencion estd indicado por las reivindicaciones
adjuntas mas que por la descripcion anterior, y todos los cambios que entran dentro del

significado y el rango de equivalencia de las reivindicaciones deben incluirse en las

mismas.
LISTADO DE SECUENCIAS
SEQ ID | DESCRIPTION SEQUENCE
NO.
1 12H10.G7-VH EVQLQESGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTRYVMHWVKQRPGQGLEWI
GFINPYNDDTKYNEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYHC
ARWRQLGSLDSWGQGTTLTVSS
2 12H10.G7-VL NIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDTYGSSEFVHWYQQKPGQPP
KLLIYLASNLESGVPARFSGSGSRSDFTLTIDPVEADDAATYYCQQONN
EEPWTFGGGTKLEIK
3 scFv of QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWM
12H10.G7 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHC
GB87 (VH-VL) ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
Humanizado SPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPGQOPPKLLIYL
ASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLOAEDAATYYCQONNEEPWTFE
GCGTKVEIK
4 12H10.G7-VH NPYNDD
CDR2
5 12H10.G7-VH WRQLGSLDS
CDR3
6 12H10.G7-VL RASESVDTYGSSFVH
CDR1
7 12H10.G7-VL LASNLES
CDR2
8 12H10.G7-VL QONNEEPWT
CDR3
9 12H10.G7-VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQRLEWM
Humanizado GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHC
ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS
10 12H10. G7-VL DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPGQPP
Humanizado KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYYCQQNN
EEPWTFGGGTKVEIK
11 Humanized GYTFTRY
12H10.G7
GB87/GB95-VH
CDR1
12 scFv of DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQKPGQPP
12H10.G7 KLLIYLASNLESGVPDREFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYYCQQONN
GB95 (VL-VH) EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
Humanizado PGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWMGFINPYNDDTKYN
EKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWG
QGTTVTVSS
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SEQ ID | DESCRIPTION SEQUENCE

NO.

13 12H10.G7 QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQRLEWM
GB88/GB96-VH GEFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHC
Humanizado ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

14 11F4.B9 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTGYYIHWVRQ@PGQGLEWM
Humanizado GEIIPSTGSTIYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYC

ERWGDYYGRDYWGQGTLVTVSS

15 scFv de QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWM
12H10.G7 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHC
GRB88 (VH-VL) ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
humanizado SPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQKPGQPPKLLIYL

ASNLESGVPDREFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYYCQONNEEPWTF
GCGTKVEIK

16 scFv de DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQKPGQPP
12H10.G7 KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLOAEDAATYYCQQONN
GB96 (VL-VH) EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
humanizado PGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWMGFINPYNDDTKYN

EKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWG
QGTTVTVSS

17 12H10.G7 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTRYVMHWVRQAPGQRLEWM
GB89/GB97-VH GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
humanizado ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS

18 region extracelular de NQODLPVIKCVLINHKNNDSSVGKSSSYPMVSESPEDLGCALRPQSSGT

VYEAAAVEVDVSASITLQVLVDAPGNISCLWVFKHSSLNCQPHFDLON
hFLT3-ITD RGVVSMVILKMTETQAGEYLLFIQSEATNYTILFTVSIRNTLLYTLRR
PYFRKMENQDALVCISESVPEPIVEWVLCDSQGESCKEESPAVVKKEE
KVLHELFGTDIRCCARNELGRECTRLFTIDLNQTPQTTLPQLFLKVGE
PLWIRCKAVHVNHGFGLTWELENKALEEGNYFEMSTYSTNRTMIRILF
AFVSSVARNDTGYYTCSSSKHPSQSALVTIVEKGFINATNSSEDYEID
QYEEFCFSVRFKAYPQIRCTWTFSRKSFPCEQKGLDNGYSISKFCNHK
HQPGEYIFHAENDDAQFTKMFTLNIRRKPQVLAEASASQASCEFSDGYP
LPSWTWKKCSDKSPNCTEEITEGVWNRKANRKVEFGQWVSSSTLNMSEA
IKGFLVKCCAYNSLGTSCETILLNSPGPFPFIQDNIS

19 sckFv de QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWM
12H10.G7 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
GB89 (VH-VL) ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
humanizado SPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPGQPPKLLIYL

ASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYYCQONNEEPWTE
GCGTKVEIK

20 scFv de DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQKPGQPP
12H10.G7 KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYYCQQNN
GRBR97 (VL-VH) EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
humanizado PGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWMGFINPYNDDTKYN

EKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWRQLGSLDSWG
QGTTVTVSS

21 SemwndadeIgGch DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
hunmnadeﬂpo EDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
salvaje KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS

LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

22 12H10.G7 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQKPGQPP
GB90/GB98-VL KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSBTDFTLTISSLQAEDAAEYYCQQNN
humanizado EEPWTFGGGTKVEIK

23 scFv de QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWM
12H10.G7 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHC
GB90 (VH-VL) ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
humanizado SPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQKPGQPPKLLIYL

ASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLOQAEDAATYYCQONNEEPWTE
GCGTKVEIK
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SEQ ID | DESCRIPTION SEQUENCE
NO.
24 scFv de DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQKPGQPP
12H10.G7 KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAATYYCQQONN
GB98 (VL-VH) EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
humanizado PGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVROQAPGQCLEWMGEFINPYNDDTKYN
EKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWG
QGTTVTVSS
25 extracellular region de | NODLPVIKCVLINHKNNDSSVGKSSSYPMVSESPEDLGCALRPQSSGT
hFLT3-T227M VYEAAAVEVDVSASITLOQVLVDAPGNISCLWVFKHSSLNCQPHEFDLON

RGVVSMVILKMTETQAGEYLLFIQSEATNYTILFTVSIRNTLLYTLRR
PYFRKMENQDALVCISESVPEPIVEWVLCDSQGESCKEESPAVVKKEE
KVLHELFGMDIRCCARNELGRECTRLEFTIDLNQTPQTTLPOQLFLKVGE
PLWIRCKAVHVNHGFGLTWELENKALEEGNYFEMSTYSTNRTMIRILEFE
AFVSSVARNDTGYYTCSSSKHPSQSALVTIVEKGEINATNSSEDYEID
QYEEFCEFSVRFKAYPQIRCTWTFSRKSFPCEQKGLDNGYSISKFCNHK
HOPGEYIFHAENDDAQFTKMETLNIRRKPOQVLAEASASQASCEFSDGYP
LPSWIWKKCSDKSPNCTEEITEGVWNRKANRKVEGOWVSSSTLNMSEA
IKGFLVKCCAYNSLGTSCETILLNSPGPFPFIQDNIS

26 scFv de DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQKPGQPP
12H10.G7-VL KLLIYLASNLESGVPDREFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDAATYYCQQNN
humanizado EEPWTFGGGTKVEIK

27 scFv de QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWM
12H10.G7 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHC
GB91 (VH-VL) ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
humanizado SPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPGQPPKLLIYL

ASNLESGVPDREFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDAATYYCQONNEEPWTFEF
GCGTKVEIK

28 scFv de DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQKPGQPP
12H10.G7 KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDEFTLTISSLQAEDAATYYCQQONN
GB99 (VL-VH) EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
humanizado PGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWMGFINPYNDDTKYN

EKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWG
QGTTVTVSS

29 14A5.E8 QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTEX 1 XoYWINWVRQX3PGKX4LE
consensus-VH WMGNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTXsDTSXsDTAYMELSSLRSEDTAV
humanizado YYCARRX 7 VYLXsFDYWGQGTLVTVSS, where X; is P or T,

X, 1s S or Y, X3 is A or R, X4 is C or G, Xs is V
or E, X¢dls S or T, X7 is N or V, and Xg is T or Y

30 12H10.G7 DIVMTQSPéSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPGQPP
GB92/GB100-VL KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLOAEDVATYYCQQNN
humanizado EEPWTFGGGTKVEIK

31 scFv de OVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWM
12H10.G7 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHC
GB92 (VH-VL) ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
humanizado SPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQOKPGQPPKLLIYL

ASNLESGVPDRFSGSGSRTDEFTLTISSLOAEDVATYYCQONNEEPWTFE
GCGTKVEIK

32 scFv de DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQOKPGQPP
12H10.G7 KLLIYLASNLESGVPDREFSGSGSRTDFTLTISSLOQAEDVATYYCQQONN
GB100 (VL-VH) EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
humanizado PGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWMGFINPYNDDTKYN

EKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWG
QGTTVTV

33 4H2 .E3-VH CDR2 NPYSDG

34 12H10.G7 DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPGQPP
GB93/GB101-VL KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLOAEDAAVYYCQQNN
humanizado EEPWTFGGGTKVEIK

35 scFv de QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWM
12H10.G7 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHC
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SEQ ID | DESCRIPTION SEQUENCE
NO.
GB93 (VH-VL) ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
humanizado SPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQOKPGOPPKLLIYL
ASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLOQAEDAAVYYCQONNEEPWTE
GCGTKVEIK
36 scFv de DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQKPGQPP
12H10.G7 KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTISSLQAEDAAVYYCQQONN
GB101 (VL-VH) EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
humanizado PGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWMGFINPYNDDTKYN
EKFKGRVTITSDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYHCARWRQLGSLDSWG
QGTTVTVSS
37 Humanizado QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQRLEWM
12H10.G7 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
GB94/GB102-VH ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS
38 Humanizado DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQOKPGQPP
12H10.G7 KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDEFTLTISSLOAEDVAVYYCQQONN
GB94/GB102-VL EEPWTFGGGTKVEIK
39 scFv de QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWM
humanizado GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
12H10.G7 ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
GB94 (VH-VL) SPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQOKPGOPPKLLIYL
ASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOQAEDVAVYYCQONNEEPWTE
GCGTKVEIK
40 scFv de DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQKPGQPP
humanizado KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQNN
12H10.G7 EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
GB102 (VL-VH) PGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWMGEFINPYNDDTKYN
EKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWRQLGSLDSWG
QGTTVTVSS
41 Humanizado QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQRLEWM
12H10.G7 GB102 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
D101E-VH ARWRQLGSLESWGQGTTVTVSS
42 Humanizado DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQKPGQPP
12H10.G7 GB102 KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQONN
-VL EEPWTFGCGTKVEIK
43 scFv de QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWM
humanizado GEFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
12H10.G7 GB102 ARWRQLGSLESWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
DI101E (VH-VL) SPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQOKPGOPPKLLIYL
ASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOQAEDVAVYYCQONNEEPWTE
GCGTKVEIK
44 scFv de DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQOKPGQPP
humanizado KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQNN
12H10.G7 GB102 EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
DI101E (VL-VH) PGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQCLEWMGEFINPYNDDTKYN
EKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWRQLGSLESWG
QGTTVTVSS
45 Humanizado QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVIHWVRQAPGQRLEWM
12H10.G7 GB102 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
M34I-VH ARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS
46 14H8.E7-VL CDR3 | QQWSSKSPT
47 scFv de QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVIHWVRQAPGQCLEWM
humanizado GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
12H10.G7 GB102 ARWRQLGSLDSWGQGTTVTIVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
M34I (VH-VL) SPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQKPGOPPKLLIYL
ASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOQAEDVAVYYCQONNEEPWTE
GCGTKVEIK
48 scFv de DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQKPGQPP
humanizado KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDEFTLTISSLOAEDVAVYYCQQONN
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SEQ ID | DESCRIPTION SEQUENCE
NO.
12H10.G7 GB102 EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
M341 (VL-VH) PGASVKVSCKASGYTFTRYVIHWVRQAPGQCLEWMGFINPYNDDTKYN
EKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWRQLGSLDSWG
QGTTVTVSS
49 Humanizado QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTRYVIHWVRQAPGQRLEWM
12H10.G7 GB102 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
M341I/D101E-VH ARWRQLGSLESWGQGTTVTVSS
50 Humanizado WRQLGSLES
12H10.G7 GB102
M34I/D101E -
CDR3
51 scFv de QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTRYVIHWVRQAPGQCLEWM
humanizado GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYC
12H10.G7 GB102 ARWRQLGSLESWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQ
M34I/D101E (VH- SPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEFVHWYQQKPGQPPKLLIYL
VL) ASNLESGVPDREFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQONNEEPWTE
GCGTKVEIK
52 scFv de DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSFVHWYQQKPGQPP
humanizado KLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQNN
12H10.G7 GB102 EEPWTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKK
M34I/D101E (VL- | PGASVKVSCKASGYTFTRYVIHWVRQAPGQCLEWMGFINPYNDDTKYN
VH) EKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARWRQLGSLESWG
QGTTVTVSS
53 Humanizado QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVX:HWVRQAPGQRLEW
12H10.G7 MGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYY
consensus 1-VH CARWRQLGSLX,SWGQGTTVTVSS, where X; is M or I, and
X, is E or D
54 Humanizado RX1VYLX2FDY, where X; is N or V, and X; is T or Y
14A5.E8
consensus VH
CDR3
55 Humanizado WRQLGSLXS, where X is E or D
12H10.G7
consensus 1-VH
CDR3
56 Humanizado QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVMHWVRQAPGQRLEWM
12H10.G7 GFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITX;DTSASTAYMELSSLRSEDTAVYX;
consensus 2 -VH | CARWRQLGSLDSWGQGTTVTVSS, where X; is S or R, and
X, 1s Y or H
57 Humanizado DIVMTQSPX;SLAVSLGERATINCRASESVDTYGSSEVHWYQQKPGQP
12H10.G7 PKLLIYLASNLESGVPDREFSGSGSX,TDFTLTISSLOAEDX3AX4YYCQ
consensus 2 -VL | ONNEEPWTFGGGTKVEIK, where X; is A or D, X, is R
or G, and X3 is A or V, and X;is T or V
58 Humanizado QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYVX:HWVRQAPGQCLEW
12H10.G7 MGFINPYNDDTKYNEKFKGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYY
consensus 3-VH CARWRQLGSLX,SWGQGTTVTVSS, where X; is M or I, and
X, 1is E or D
59 Humanizado GYTFX:X,Y, where X1 is P or T, and X is S or Y
14A5.E8
consensus VH
CDR1
60 14A5.E8-VH EVQLQESGAELVQPGASVRLSCKASGYTFTSYWINWVKQRPGQGLEWI
GNIYPGSSIINYNENFKNRATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSDDSAVYYC
ARRVVYLYFDYWGQGTTLTVSS
61 14A5.E8-VL QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKSGTSPKRWIY
DTSKLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWTSKSPT
FGGGTKLEIK
62 14A5.E8-VH CDR1 GYTFTSY
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63 14A5. E8-VH o YPGSST
Humanizado 14A5.
Consenso E8 VH
CDR2
64 14A5.E8-VH CDR3 RVVYLYFDY
65 14A5.E8-VL CDR1 SASSSVSYMH
66 14A5.E8-VL o DTSKLAS
Humanizado
14A5.E8
consensus VL
CDR2
67 14A5.E8-VL o QOWTSKSPT
Humanizado
14A5.E8
consensus VL
CDR3
68 Humanizado QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTEFTSYWINWVRORPGKGLEWM
14A5.E8 GNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTYDTS§DTAYMELSSLRSEDTAVYYC
1551/1552-VH ARRVVYLYFDYWGQGTLVTVSS
69 Humanizado EIVLTQSPATLSLSPGEKATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGOAPRLLIY
14A5.E8 DTSKLASGIPARFSGSGSGTSFTLTISSLEPEDAAVYYCQQWTSKSPT
1551/1552-VL FGGGTKVEIK
70 scFv de OVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTEFTSYWINWVRORPGKCLEWM
humanizado GNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTVDTSSDTAYMELSSLRSEDTAVYYC
14A5.E8 ARRVVYLYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQ
1551 (VH-VL) SPATLSLSPGEKATLSCSASSSVSYMHWYQOKPGOQAPRLLIYDTSKLA
SGIPARFSGSGSGTSFTLTISSLEPEDAAVYYCQOWTSKSPTFGCGTK
VEIK
71 scFv de EIVLTQSPATLSLSPGEKATLSCSASSSVSYMHWYQOKPGQAPRLLIY
humanizado DTSKLASGIPARFSGSGSGTSFTLTISSLEPEDAAVYYCQQWTSKSPT
14A5.E8 FGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASY
1552 (VL-VH) KVSCKVSGYTFTSYWINWVRORPGKCLEWMGNIYPGSSIINYNENFKN
RVTMTVDTSSDTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRVVYLYFDYWGQGTLV
TVSS
72 Humanizado QOVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTEFTSYWINWVROQAPGKGLEWM
14A5.E8 GNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYC
1553/1554-VH ARRVVYLYFDYWGQGTLVTVSS
73 Humanizado EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIY
14A5.E8 DTSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWTSKSPT
1553/1554-VL FGGGTKVEIK
74 scFv de QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTEFTSYWINWVRQAPGKCLEWM
humanizado GNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYC
14A5.E8 ARRVVYLYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQ
1553 (VH-VL) SPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYDTSKLA
SGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQOWTSKSPTFGCGTK
VEIK
75 scFv de EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIY
humanizado DTSKLASGIPAREFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWTSKSPT
14A5.E8 FGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVY
1554 (VL-VH) KVSCKVSGYTFTSYWINWVROQAPGKCLEWMGNIYPGSSIINYNENFKN
RVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRVVYLYFDYWGQGTLV
TVSS
76 Humanizado QOVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTFPYYWINWVROQAPGKGLEWM
14A5.E8 1689-VH | GNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYC
ARRNVYLTEFDYWGQGTLVTVSS
77 Humanizado EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYIHWYQQKPGQAPRLLIY

14A5.E8 1689-VL

DTSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWTSKSPT
FGGGTKVEIK
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78 Humanizado GYTFPYY
14A5.E8 1689-VH
CDR1
79 Humanizado RNVYLTFDY
14A5.E8 1689-VH
CDR3
80 Humanizado SASSSVSYIH
14A5.E8 1689-VL
CDR1
81 scFv de QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTEFPYYWINWVRQAPGKCLEWM
humanizado GNIYPGSSIINYNENFKNRVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYC
14A5.E8 1689 ARRNVYLTEFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(VH-VL) EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYIHWYQQKPGQAPRLLIY
DTSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQOWTSKSPT
FGCGTKVEIK
82 scFv de EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYTIHWYQQKPGQAPRLLIY
humanizado DTSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWTSKSPT
14A5.E8 1689 FGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASY
(VL-VH) KVSCKVSGYTFPYYWINWVROQAPGKCLEWMGNIYPGSSIINYNENFKN
RVTMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRNVYLTEFDYWGQGTLV
TVSS
83 14H8.E7-VL QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQOKSGTSPKRWIF
DTSKLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTITNMETEDAATYYCQQWSSKSPT
FGGGTKLEIK
84 Humanizado 14A5. EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVSYXHWYQQKPGQAPRLLIY
Consenso E§ VL DTSKLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQWTSKSPT
FGGGTKVEIK, where X is M or I
85 11F4.B9-VH EVQLOQESGPELVKPGASVKISCKASGYSFTGYYIHWVKQGPEKSLEWI
GEITIPSTGSTIYNQKFKAKATLTVDKSSSTAYLQLKSLTSEDSAVYYC
ERWGDYYGRDYWGQGTSVTVSS
86 Humanizado 14A5. SASSSVSYXH, where X is M or I
Consenso E8 VL
CDR1
87 11F4.B9-VH CDR1 | GYSFTGY
88 11F4.B9-VH CDR2 IPSTGS
89 11F4.B9-VH CDR3 | WGDYYGRDY
90 11F4.B9-VL DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDIYGNSFMHWYQQKPGQPP
KLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDVATYYCQQSN
EDPRTFGGGTKLEIK
91 11F4.B9-VL CDR1 RASESVDIYGNSFEFMH
92 11F4.B9-VL CDR2 RASNLES
93 11F4.B9-VL CDR3 QQSNEDPRT
94 Humanizado DIVMTQSPASLAVSLGERATINCRASESVDIYGNSFMHWYQQKPGQPP
11F4.B9-VL KLLIYRASNLESGVPDRFSGSGSRTDFTLTINSLOAEDVATYYCQQSN
EDPRTFGGGTKVEIK
95 474 .A3-VH QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLTTYGMGVGWIRQPSGKGLE
WLANIWENDNKYYNSTLKSRLTISKDTSNNQVFLKISSVDTTDTATYY
CAQITTVVGTEFDYWGQGSPLTVSP
96 474 .A3-VL RIVMTQSPTTMAASPGEKITITCSASSSISSIYLHWYQQKPGEFSPKLL
IFRTSDLASGVPPRFGGSGSGTSYSLTIGTMEAEDVATYYCQQGSSFEP
RTFGGGTKLEIK
97 474 .A3-VH CDRL1 GFSLTTYGM
98 474 .H7-VH CDR2 YPNTGI
99 474 .A3-VH CDR2 WENDN
100 474 .A3-VH CDR3 ITTVVGTEFDY
101 4A4 .A3-VL CDR1 SASSSISSIYLH
102 474 .A3-VL CDR2 RTSDLAS
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103 4A4 .A3-VL CDR3 QOGSSEFPRT

104 4A4 .H7-VH EVOLOESGPELVKPGASVKISCKASGYSFTGYYIHWVKQSPEESLEWI

GEIYPNTGITTYNQKFTAKATLTVDKSSNTAYMOLKSLTSEDSAVYYC
TRWGDYYGRDYWGQGTSVTVSS

105 4A4 .H7-VL DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASETVDTHGNSFMHWYQQKPGQPP
KLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDVATYYCQQSN
EDPRTFGGGTKLEIK

106 4A4 .H7-VL CDR1 RASETVDTHGNSFMH

107 15A11.C8-VH EVOLQESGGGLVKTGGSRKLSCAASGFTFSDYGMHWVRHTPEKGLEWV

VYISSGGNTIFYTDTVKGREFTISRDNAKNTLEFLOMTSLRSEDTAVYEC
VROGYYYAMDYWGQGASVTVSS

108 15A11.C8-VL DIOMTQTTSSLSASLGDRVTIRCRASQODITNYLNWYQQOKPDGAVKLLI
SYTSILQOSGVPSRESGSGSGTDYSLTISNLEQGDVATYFCQQOGSSLPW
TFGGGTKLEIK
109 15A11.C8-VH GFTFEFSDY
CDR1
110 15A11.C8-VH SSGGNT
CDR2
111 15A11.C8-VH OGYYYAMDY
CDR3
112 15A11.C8-VL RASQDITNYLN
CDR1
113 15A11.C8-VL YTSILQS
CDR2
114 15A11.C8-VL QQOGSSLPWT
CDR3
115 12C9.E5-VH EVOLQESGAELVRPGASVKLSCKASGYIFTDYETHWVKQTPVHGLEWI
GAIDPETGITAYSQKFKGKATLTTDTSSSTAYMEFRSLTSEDSAVYYC
TRGGLLYWGQGTSVTVSS
116 12C9.E5-VL DVVMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSDGETYLNWLQQORPGQS
PKRLMYQVSKLDPGIPDREFSGSGSETDFTLKISRVEAEDLGIYYCLQG
TEFYPHTFGGGTKLEIK
117 12C9.E5-VH CDR1 | GYIFTDY
118 12C9.E5-VH CDR2 | DPETGI
119 12C9.E5-VH CDR3 | GGLLY
120 12C9.E5-VL CDR1 | KSSQSLLYSDGETYLN
121 12C9.E5-VL CDR2 | QVSKLDP
122 12C9.E5-VL CDR3 | LOGTFYPHT
123 1A2.A3 VH EVOLOESGPELVKPGASVKISCKASGYSFTGYYIHWVKQSPEESLEWI

GEIYPNTGITTYNQKFTAKATLTVDKSSNTAYMOLKSLTSEDSAVYYC
TRWGDYYGRDYWGQGTSVTVSS

124 1A2 .A3-VL DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASETVDTHGNSFMHWYQQKPGQPP
KLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDVATYYCQQSN
EDPRTFGGGTKLEIK

125 4H2 .E3-VH EVOLQESGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYLMHWMKQKPGQGLEWI

GYINPYSDGIKYNEKFRDKATLTSDKSSNTAYMELSSLTSEDSAVYYC
AHSSGYVGYAMDYWGQGTSVTVSS

126 4H2 .E3-VL GIVMTQTTPSVPVTPGESVSISCRSSKSLLHSNGNTYLYWEFLQRPGQS
POLLIYRMSNLASGVPDREFSGSGSGTTFTLRISRVEAEDVGVYYCMQH
LEYPFTFGSGTKLEIK

127 4H2 .E3-VH CDR3 SSGYVGYAMDY

128 4H2 .E3-VL CDR1 RSSKSLLHSNGNTYLY

129 4H2 .E3-VL CDR2 RMSNLAS

130 4H2 .E3-VL CDR3 MQHLEYPFET

131 14H8.E7-VH EVOLQESGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTNYWINWLKQRPGQGLEWI

GNIYPGSTIINYNEKFKNKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSDDSAVYYC
ARRVVYLYFDSWGQGTTLTVSS
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132 14H8.E7-VH CDR1 | GYTFINY
133 14H8.E7-VH CDR2 | YPGSTI
134 14H8.E7-VH CDR3 | RVVYLYFDS
135 Alfa- FLT3 mAb - OVQLQQPGAELVKPGASLKLSCKSSGYTFTSYWMHWVRQRPGHGLEWI
4G8 (Synimmune) GEIDPSDSYKDYNQKFKDKATLTVDRSSNTAYMHLSSLTSDDSAVYYC
VH ARAITTTPFDFWGQGTTLTVSS
136 Alfa- FLT3 mAbD - DIVLTQSPATLSVIPGDSVSLSCRASQSISNNLHWYQQKSHESPRLLI
4G8 (Synimmune) VL | KYASQSISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVETEDFGVYFCQQOSNTWPY
TFGGGTKLEIK
137 Alpha- FLT3 mAb | EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWVRQAPGQGLEWM
- EBI10 GIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYC
(ImClone/Lilly) | ARGVGAHDAFDIWGQGTTVTVSS
VH
138 Alfa- FLT3 mAb - DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNNYLDWYLQKPGQS
EB10 (ImClone/Lilly) | POLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSDTDFTLQISRVEAEDVGVYYCMOG
VL THPAISFGQGTRLEIK
139 Alfa- FLT3 mAb - EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWM
NC7 (ImClone/Lilly) | GGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC
VH ATFALFGFREQAFDIWGQGTTVTVSS
140 Alfa- FLT3 mAb - DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLI
NC7 (ImClone/Lilly) | YAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDLATYYCQQSYSTPF
VL TFGPGTKVDIK
141 Alpha- FLT3 mAb | QUVTLKESGPALVKPTETLTLTCTVSGFSFRNARMGVSWIRQPPGKALE
- FL23 (Amgen) WLAHIFSNDEKSYSTSLKSRLTISKDTSKSQVVLTLTNMDPVDTATYF
VH CARMPEYSSGWSGAFDIWGQGTMVTIVSS
142 Alfa- FLT3 mAb - DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIGYDLGWYQQKPGKAPKRLI
FL23 (Amgen) VL YAASTLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLIISSLOPEDFATYYCLQHNSFPW
TFGQGTKVEIK
143 Alpha- FLT3 mAb | QUVTLKESGPTLVKPTETLTLTCTLSGFSLNNARMGVSWIRQPPGKCLE
- FL39 (Amgen) WLAHIFSNDEKSYSTSLKNRLTISKDSSKTQVVLTMTNVDPVDTATYY
VH CARIVGYGSGWYGFFDYWGQGTLVTIVSS
144 Alfa- FLT3 mAb — DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRL I
FL39 (Amgen) VL YAASTLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCLQHNSYPL
TFGCGTKVEIK
145 Alfa- FLT3 mAb — OVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWV
FL61 (Amgen) VH AVISYDGSNEFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
ARGGEITMVRGVIGYYYYGMDVWGQGTTVTIVSS
146 Alfa- FLT3 mAb — DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLI

FL61 (Amgen) VL

YAASSLQSGVPSRESGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOHNSYPL
TFGGGTKVEIK
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