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Anticuerpo monoclonal o fragmento de union a antigeno del mismo que se une

especificamente a AXL, y uso del mismo

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia y la medicina, en particular a un
anticuerpo monoclonal o fragmento de union a un antigeno del mismo que se une especificamente a AXL.
La invencion se refiere ademas a acidos nucleicos que codifican dicho anticuerpo, vectores de expresion,
células huésped y métodos para producir los mismos, métodos para producir los anticuerpos segun la
invencidn, composiciones farmacéuticas que comprenden el anticuerpo segin la invencion, composiciones
farmacéuticas que comprenden el anticuerpo segun la invencién y otros compuestos terapéuticamente
activos, métodos para tratar enfermedades o trastornos mediados por AXL, usos de los anticuerpos o
composiciones farmacéuticas de los mismos para tratar enfermedades o trastornos mediados por AXL, y
usos de los anticuerpos y otros compuestos terapéuticamente activos para tratar enfermedades o trastornos
mediados por AXL.

Antecedentes de la invencion

Los anticuerpos monoclonales en forma de moléculas quiméricas, humanizadas o totalmente
humanas han demostrado su utilidad como medicamentos eficaces para tratar multiples trastornos y
enfermedades.

El receptor de tirosina cinasa Axl (ARK, TYRO7 y UFO) pertenece a la familia de receptores de
macrofagos asociados a tumores (TAM) compuesta por TYRO-3, AXL y MER. Estructuralmente, los
receptores TAM comprenden dos dominios de tipo inmunoglobulina (Ig), dos porciones de fibronectina
tipo III (FNIII) en el dominio extracelular, y la secuencia conservada de aminoacidos KW(I/L)A(I/L)ES en
el dominio cinasa del mismo. Gas6 (growth arrest specific 6, o gen especifico de supresion de crecimiento
6) es un ligando de AxIl. Axl, activado por la union de Gas6, propaga la sefial a través de la fosforilacion.

Se ha demostrado que la AXL estd sobre expresada en varias neoplasias malignas. La
sobreexpresion o activacion de AXL esta estrechamente relacionada con la proliferacion, supervivencia,
migracion e invasion celular mediante la activacion de vias de sefializacion oncogénicas, incluidas las vias
PI3K/Akt y/o MAPK/Erk. Por todo ello, AXL es una diana prometedora en el tratamiento antitumoral.

Se ha descubierto que AXL se sobre expresa en muchos tipos de cancer, como los de pulmon,
higado, rifién, colon, estdmago, ovario, pancreas y glioblastoma.

Los documentos de patente WO2015193428, W0O2015193430, WO2017220695, W0O2017180842

proporcionan varios anticuerpos contra AXL..



Es necesario crear nuevos anticuerpos que se unan especificamente a la AXL y tengan parametros
elevados de afinidad de unidn al antigeno AXL.

Divulgaciéon de la invencion

Los autores del presente grupo de invenciones han desarrollado anticuerpos que se unen
especificamente a la AXL y tienen altos parametros de afinidad de union a la AXL. Los autores del presente
grupo de invenciones han desarrollado sorprendentemente anticuerpos que se unen especificamente al
segundo dominio de tipo inmunoglobulina de AXL (AXL-Ig2), a un fragmento de AXL que comprende los
dominios de tipo inmunoglobulina primero y segundo de AXL (AXL-Igl-Ig2), asi como a la porcion
extracelular completa de AXL (ExcAXL), pero no se unen individualmente al primer dominio de tipo
inmunoglobulina de AXL (AXL-Igl). Los anticuerpos contra AXL segun la presente invencion inhiben la
union de AXL y GAS6, lo que conduce a la activacion de la sefializacion celular mediada por AXL. Los
anticuerpos contra AXL segun la presente invencion presentan las propiedades de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) y fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP). Los
anticuerpos contra AXL segun la presente invencion tienen alta estabilidad de agregacion y alta estabilidad
en suero sanguineo humano. Ademas, los anticuerpos contra AXL segin la presente invencion presentan
actividad antitumoral y no presentan toxicidad ni efectos irritantes locales.

Definiciones y métodos generales

A menos que se definan de otro modo en el presente documento, todos los términos técnicos y
cientificos utilizados en relacién con la presente invencion tendran el mismo significado que suelen
entender los expertos en la técnica.

Ademas, salvo que el contexto exija lo contrario, los términos en singular incluiran los términos en
plural, y los términos en plural incluiran los términos en singular. Normalmente, la presente clasificacion y
los métodos de cultivo celular, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética, quimica analitica,
quimica de sintesis organica, quimica médica y farmacéutica, asi como la hibridacion y la quimica de las
proteinas y los acidos nucleicos descritos en el presente documento son bien conocidos por los expertos y
ampliamente utilizados en la técnica. Las reacciones enzimaticas y los métodos de purificacion se llevan a
cabo segun las directrices del fabricante, como es habitual en la técnica, o como se describe en el presente
documento.

El término "KD" en esta descripcion se refiere a la constante de afinidad (o constante de equilibrio),
que se calcula a partir de la relacion entre Kd y Ka (es decir, Kd/Ka), y se expresa como una concentracion
molar (M).

La "afinidad de union" suele referirse a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes
entre un unico sitio de union de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compaifiero de unién (por
ejemplo, un antigeno). A menos que se indique lo contrario, la "afinidad de union" se refiere a la afinidad
de uniodn intrinseca (caracteristica, verdadera) que refleja una interaccion 1:1 entre los miembros de un par
de unidn (por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su compafiera de union
Y puede representarse generalmente mediante la constante de afinidad (KD). El valor Kd preferido es de

aproximadamente 200 nM, 150 nM, 100 nM, 60 nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM, 20 nM, 10 nM, 8 nM, 6 nM,
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4 nM, 2 nM, 1 nM, o menos. La afinidad puede medirse por métodos comunes conocidos en la técnica,
incluidos los descritos en la presente descripcion. Los anticuerpos de baja afinidad suelen unirse a un
antigeno de forma lenta y tienden a disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad
suelen unirse a un antigeno de forma mads rapida y tienden a permanecer unidos durante mas tiempo. En la
técnica se conocen diversos métodos para medir la afinidad de unidn, cualquiera de los cuales puede
utilizarse para los fines de la presente invencion.

El término "Kd", "koff" o "kdis" se refiere a la constante de velocidad de disociacion de una
determinada interaccion entre una molécula de unién y un antigeno. La constante de velocidad de
disociacion koff puede medirse mediante interferometria de biocapa, por ejemplo, utilizando el sistema
Octet™.,

El término "Ka", "kon" o "on-rate" se refiere a la constante de velocidad de asociacion.

El término "R?" se refiere al coeficiente de determinacion.

El término "Respuesta” se refiere a una sefial de union anticuerpo-antigeno.

El término "in vitro" se refiere a una entidad bioldgica, un proceso bioldgico o una reaccion
biologica fuera del cuerpo en condiciones artificiales. Por ejemplo, una célula cultivada in vitro debe
entenderse como una célula cultivada en un entorno externo al cuerpo, por e¢jemplo, en un tubo de ensayo,
un vial de cultivo o una placa microtituladora.

El término "EDso" (ECso) (dosis/concentracion efectiva del 50%) se refiere a las concentraciones
de una formulacion que producen un 50% de efecto biologico (que puede incluir citotoxicidad).

"Esquema de numeracion de Kabat" o "numeracion segun Kabat", tal como se utiliza en la presente
solicitud, se refiere al sistema de numeracion de residuos de aminoacidos que son mas variables (es decir,
hipervariables) que otros residuos de aminoacidos en regiones variables de cadenas pesadas y ligeras de
anticuerpos (Kabat et al. Ann. N.Y. Acad. Sci., 190:382-93 (1971); Kabat et al. Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication
No. 91-3242 (1991)).

Tal como se utiliza en la presente descripcion y en las reivindicaciones que siguen, a menos que el
contexto dicte lo contrario, se entendera que las palabras "incluir" y "comprender", o variaciones de las
mismas como "incluye", "incluyendo", "comprende" o "comprendiendo”, implican la inclusion de un
namero entero o grupo de numeros enteros indicado, pero no la exclusion de ninglin otro nimero entero o
grupo de numeros enteros.

Anticuerpo

La presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal o fragmento de union a antigeno del
mismo que se une especificamente a AXL.

El término "anticuerpo monoclonal" o "mAb" se refiere a un anticuerpo que se sintetiza y aisla
como una poblacion clonal individual de células.

El anticuerpo de la invencion es un anticuerpo recombinante.



El término "anticuerpo recombinante" se refiere a un anticuerpo que se expresa en una célula o
linea celular que comprende secuencia(s) nucleotidica(s) que codifica(n) un anticuerpo, en la que dicha(s)
secuencia(s) nucleotidica(s) no esta(n) asociada(s) a la célula en la naturaleza.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL, que comprende:

(a) un dominio variable de cadena ligera que comprende:

CDRI con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,

CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2y

CDR3 con la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 3;y

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende:

CDRI1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7,

CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 y

CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

Los anticuerpos monoclonales segun la invencion se unen especificamente a fragmentos de AXL,
que comprenden un dominio 2 del tipo C2 similar a Ig distinto de AXL (AXL-Ig2) o dominio 1 de tipo C2
similar a Ig y dominio 1 de tipo C2 similar a Ig (AXL-Igl-Ig2), y a la porcion extracelular completa de
AXL (ExcAXL) pero no se unen a fragmentos de AXL que comprenden un dominio 1 de tipo C2 similar a
Ig distinto (AXL-Igl). Los anticuerpos monoclonales contra AXL segin la presente invencion inhiben la
union de AXL y GAS6, lo que conduce a la activacion de la sefializacion celular mediada por AXL.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo segiin la invencion es un anticuerpo aislado.

El término "aislado" utilizado para describir varios anticuerpos segun la presente descripcion se
refiere a un anticuerpo que ha sido identificado y aislado y/o regenerado a partir de una célula o cultivo
celular, en el que se expresa el anticuerpo. Las impurezas (componentes contaminantes) del entorno natural
son materiales que suelen interferir con los usos diagnodsticos o terapéuticos del polipéptido, y pueden
incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos o no proteinicos. El polipéptido aislado suele
prepararse mediante al menos una etapa de purificacion.

El término "anticuerpo” o "inmunoglobulina" (Ig), tal como se utiliza en la presente descripcion,
incluye los anticuerpos enteros. El término "anticuerpo” se refiere a una glicoproteina que comprende al
menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada
cadena pesada comprende una region variable de la cadena pesada (abreviada como VH en la presente
descripcion) y una region constante de la cadena pesada. Cada cadena ligera esta formada por una region
variable de la cadena ligera (abreviada en la presente descripcion como VL) y una regidon constante de la
cadena ligera. Preferentemente la cadena ligera es una cadena ligera kappa (k), y el dominio constante CL
es preferentemente C kappa (k).

Los anticuerpos segun la invencion pueden ser de cualquier clase (por ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG
e IgM, preferentemente IgG), o subclase (por ejemplo, IgGl, IgG2, 1gG3, IgG4, IgAl e IgA2,
preferentemente IgG1).



Las regiones VL y VH pueden subdividirse a su vez en regiones de hipervariabilidad denominadas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas entre regiones mas conservadas,
denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL se compone de tres CDRs y cuatro FRs, dispuestos
desde el amino terminal al carboxilo terminal en el siguiente orden FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
FR4. Las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unidon que interactia
con un antigeno.

Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la uniéon de la inmunoglobulina a los
tejidos o factores del huésped, incluyendo varias células del sistema inmunitario (por ejemplo, células
efectoras) y el primer componente (C1q) del sistema clasico del complemento.

El término "porcion de union al antigeno" del anticuerpo o "fragmento de union al antigeno", tal
como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a uno o mas fragmentos de anticuerpos que conservan
la capacidad de unirse especificamente a un antigeno. Se ha demostrado que la funcion de union al antigeno
del anticuerpo puede ser realizada por fragmentos de un anticuerpo completo. Entre los ejemplos de
fragmentos de union que se incluyen en el término "porcion de union al antigeno" de un anticuerpo se
incluyen (i) el fragmento Fab, fragmento monovalente, que consta de los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii)
el fragmento F(ab')2, fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la region bisagra; (iii) fragmento Fd, que consiste en dominios VH y CH1; (iv) fragmento Fv,
que consiste en dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo; (v) fragmento dAb (Ward et al.,
(1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio VH/VHH. Ademas, dos regiones del fragmento
Fv, VL y VH, estan codificadas por genes diferentes, pueden unirse mediante métodos recombinantes
utilizando un enlazador sintético que permite recibirlas como una unica cadena proteica en la que las
regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena tnica
(scFv); véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:5879-5883). Se supone que dichas moléculas monocatenarias también se incluyen dentro del
término "porcion de union al antigeno" del anticuerpo. Dichos fragmentos de anticuerpos se producen
utilizando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia, y estos fragmentos se
examinan de la misma manera que los anticuerpos intactos.

El anticuerpo de la presente invencion "que se une especificamente” a un antigeno diana se refiere
a un anticuerpo que se une a un antigeno con suficiente afinidad como para que el anticuerpo pueda
utilizarse como agente diagndstico y/o terapéutico dirigido a una proteina o célula o tejido que exprese el
antigeno, y que reaccione ligeramente de forma cruzada con otras proteinas.

El término "se une especificamente a" un polipéptido concreto o a un epitopo de un polipéptido
diana concreto puede describirse mediante el ejemplo de una molécula que tenga una Kd para la diana de
al menos unos 200 nM, o al menos unos 150 nM, o al menos unos 100 nM, o al menos unos 60 nM o al
menos aproximadamente 50 nM, o al menos aproximadamente 40 nM, o al menos aproximadamente 30
nM, o al menos aproximadamente 20 nM, o al menos aproximadamente 10 nM, o al menos
aproximadamente 8 nM, o al menos aproximadamente 6 nM, o al menos aproximadamente 4 nM, o al

menos aproximadamente 2 nM, o al menos aproximadamente 1 nM, o inferior.
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En una realizacion, el término "union especifica” se refiere a la uniéon en la que una molécula se
une a un determinado polipéptido o epitopo en un determinado polipéptido sin unirse sustancialmente a
ningun otro polipéptido o epitopo en un polipéptido.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno
del mismo comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoéacidos
de SEQ ID NO: 13.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal o fragmento de unidn a antigeno
del mismo comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 14.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal o fragmento de unidn a antigeno
del mismo incluye:

(a) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13;y

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal que se une especificamente a
AXL es un anticuerpo IgG de longitud completa.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal que se une especificamente a
AXL es un anticuerpo IgG de longitud completa que es de isotipo humano IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal que se une especificamente a
AXL es un anticuerpo IgG de longitud completa que es de isotipo IgG1 humano.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal comprende mutaciones en el
fragmento Fc, que conducen a un aumento de las propiedades ADCC, CDC y/o ADCP en el anticuerpo.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal comprende, en el fragmento
Fc, las mutaciones S239D e [332E, segun el esquema de numeracion de aminoacidos de anticuerpos de la
UE (Edelman G.M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 63 (1969) pp. 78-85; Kabat, E.A., et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, (1991).

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal comprende deleciones 446G y
447K en el fragmento Fc, seglin el esquema de numeracion UE de aminoacidos de anticuerpos, en la region
CH3.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal comprende una cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal comprende una cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo: SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO:
17.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal incluye:

(i) (a) una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15,y
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(b) una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;

0

(i1) a) una cadena ligera que comprenda la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 15,y

(b) una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal que se une especificamente a
AXL es un anticuerpo que se selecciona del grupo: 01 _004 y 01 _004 2.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal que se une especificamente a
AXL es el anticuerpo 01 _004.

Anticuerpo 01 004 incluye:

(a) una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15;y

(b) una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

El anticuerpo 01 004 incluye:

(a) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13;

y

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14.

El anticuerpo 01 004 incluye:

(2) un dominio variable de cadena ligera que comprende:

(1) CDR1 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,

(il)) CDR2 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y

(iii)) CDR3 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,

y

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende:

(i) CDR1 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7,

(il)) CDR2 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 y

(iii)) CDR3 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

El anticuerpo 01 004 incluye:

(a) un dominio variable de cadena ligera que comprende:

(i) CDR1 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4,

(i) CDR2 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5y

(ii1) CDR3 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6,

y

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende:

(i) CDR1 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10,

(i) CDR2 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11y

(iii)) CDR3 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.



En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo monoclonal que se une especificamente a
AXL es el anticuerpo 01 _004 2.

El anticuerpo 01 _004 2 incluye:

(a) una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15;y

(b) una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17.

El anticuerpo 01 _004 2 incluye:

(a) un dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13;

y

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14.

El anticuerpo 01 _004 2 incluye:

(a) un dominio variable de cadena ligera que comprende:

(i) CDRI1 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,

(i) CDR2 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y

(ii1) CDR3 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,

y

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende:

(i) CDR1 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7,

(il)) CDR2 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 y

(iii)) CDR3 (Kabat) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

El anticuerpo 01 004 2 incluye:

(a) un dominio variable de cadena ligera que comprende:

(i) CDR1 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4,

(ii)) CDR2 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5y

(iii)) CDR3 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6,

y

(b) un dominio variable de cadena pesada que comprende:

(i) CDR1 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10,

(i1)) CDR2 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11y

(ii1) CDR3 (Chothia) con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

Las regiones hipervariables de los dominios variables de las cadenas ligeras y pesadas (LCDRI, 2,
3 y HCDRI, 2, 3) de todos los anticuerpos anteriores se proporcionan de acuerdo con la nomenclatura de
Kabat y Chothia. Los expertos apreciaran que las regiones hipervariables de dominios variables de cadenas
ligeras y pesadas (LCDR1, 2, 3 y HCDRI1, 2, 3) también pueden representarse de acuerdo con otro esquema
de numeracion comunmente conocido, por ejemplo, IMGT o AbM. Por lo tanto, todos los anticuerpos

anteriores que se caracterizan por medio de regiones hipervariables de dominios variables de cadenas



ligeras y pesadas (LCDRI1, 2, 3 y HCDRI, 2, 3) utilizando el esquema de numeracion IMGT o AbM
también se incluyen en la presente invencion.

Molécula de acido nucleico

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un acido nucleico que codifica cualquiera de los
anticuerpos anteriores o fragmento de union a antigeno del mismo que se une especificamente a AXL.

En cualquiera de dichas realizaciones, las moléculas de acido nucleico pueden aislarse.

Los términos "acido nucleico", "secuencia nucleica" o "secuencia de acido nucleico",
"polinucleotido", "oligonucleotido", "secuencia de polinucleodtidos" y "secuencia de nucledtidos" utilizados
indistintamente en la presente descripcion, significan una secuencia precisa de nucledtidos, modificada o
no, que determina un fragmento o una region de un acido nucleico, que contiene o no nucleétidos no
naturales, y que es un ADN o ARN de doble cadena, un ADN o ARN de cadena simple, o productos de
transcripcion de dichos ADN.

A menos que se indique lo contrario, el término secuencia de nucleotidos abarca su complemento.
Por lo tanto, un acido nucleico que tiene una secuencia particular debe entenderse como una que abarca la
cadena complementaria del mismo con la secuencia complementaria del mismo.

Una molécula de acido nucleico "aislada" es aquella que se identifica y separa de al menos una
molécula-impureza de acido nucleico. Una molécula de 4cido nucleico aislada es diferente de la forma o
conjunto en que se encuentra en condiciones naturales. Asi, una molécula de acido nucleico aislada es
diferente de una molécula de acido nucleico que existe en las células en condiciones naturales.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una molécula de 4cido nucleico que comprende
una secuencia de nucleotidos que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18-
22. Una molécula de 4cido nucleico también puede comprender cualquier combinacion de dichas
secuencias de nucledtidos.

Como apreciaran los expertos en la técnica, debido a la redundancia del codigo genético, una
variedad de secuencias de ADN diferentes puede codificar la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera
o de la cadena pesada del anticuerpo segun la invencion o fragmentos del mismo (VH, VL, CDR, etc.). La
creacion de estas secuencias de ADN alternativas que codifican una y la misma secuencia de aminoacidos
esta dentro de la habilidad de aquellos entrenados en el arte. Tales secuencias de ADN variantes estan
dentro del alcance de la presente invencion.

En algunas realizaciones de la invencion, el acido nucleico es ADN.

La molécula de acido nucleico de la invencion puede aislarse de cualquier fuente que produzca el
anticuerpo monoclonal o fragmento de union a antigeno del mismo que se une especificamente a AXL. En
ciertas realizaciones de la invencion, la molécula de acido nucleico de la invencidon puede sintetizarse
mediante sintesis quimica, en lugar de aislarse.

En algunas realizaciones de la invencion, el acido nucleico es un acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos del dominio variable de cadena ligera de los anticuerpos 01 _004 y 01 004 2, ¢

incluye la secuencia de nucle6tidos con SEQ ID NO: 18.



En algunas realizaciones de la invencion, el acido nucleico es un acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos del dominio variable de cadena pesada de los anticuerpos 01 004y 01 004 2, e
incluye la secuencia de nucledtidos con SEQ ID NO: 19.

En algunas realizaciones de la invencion, el acido nucleico es un 4cido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de los anticuerpos 01 _004 y 01 004 2, e incluye la secuencia
de nucleétidos con SEQ ID NO: 20.

En algunas realizaciones de la invencion, el acido nucleico es un 4cido nucleico que codifica la
secuencia de aminoécidos de la cadena pesada del anticuerpo 01 004, e incluye la secuencia de nucledtidos
con SEQ ID NO: 21.

En algunas realizaciones de la invencion, el acido nucleico es un acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo 01 004 2, e incluye la secuencia de
nucleotidos con SEQ ID NO: 22.

Las moléculas de acido nucleico pueden utilizarse para expresar el anticuerpo monoclonal o
fragmento de union a antigeno del mismo que se une especificamente a AXL.

Vector

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un vector de expresion que comprende cualquiera
de las moléculas de acido nucleico anteriores que codifican las correspondientes secuencias de aminoacidos
del anticuerpo que se une especificamente a AXL, o porciones del mismo (por ejemplo, secuencias de
dominio de unién a cadena pesada y/o cadena ligera). La presente invencion se refiere a un vector adecuado
para la expresion de cualquiera de las secuencias de nucledtidos descritas en el presente documento.

El término "vector", tal como se utiliza aqui, significa una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico al que se ha unido.

Tal y como se utiliza en la presente descripcion, el término "expresion" se define como la
transcripcion y/o traduccion de una secuencia de nucledtidos concreta impulsada por su promotor.

En algunas realizaciones de la invencion, el vector es un plasmido, es decir, un fragmento circular
de ADN de doble cadena en el que pueden insertarse segmentos adicionales de ADN.

En algunas realizaciones de la invencion, el vector es un vector viral (de expresion), en el que
pueden insertarse segmentos de ADN adicionales en el genoma viral.

En algunas realizaciones de la invencion, los vectores son capaces de replicacion autonoma en una
célula huésped en la que se han introducido (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un sitio bacteriano
de origen de replicacion y vectores episomales). En otras realizaciones de la invencion, los vectores (por
ejemplo, los vectores no episomales) pueden integrarse en el genoma de una célula huésped tras su
introduccion en una célula huésped, y por tanto se replican junto con el gen huésped. Ademas, ciertos
vectores son capaces de dirigir la expresion de los genes a los que estan unidos de forma operativa. Dichos
vectores se denominan aqui "vectores de expresion recombinantes” (o simplemente, "vectores de
expresion").

En algunas realizaciones de la invencion, los vectores de expresion incluyen plasmidos, retrovirus,

adenovirus, virus adenoasociados (AAV), virus de plantas, como el virus del mosaico de la coliflor, el virus
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del mosaico del tabaco, cosmidos, cromosoma artificial de levadura y similares. Las moléculas de ADN
pueden insertarse en un vector de manera que las secuencias de control transcripcional y traslacional dentro
del vector cumplan su funcidén prevista de regular la transcripcion y traduccion del ADN. Pueden elegirse
un vector de expresion y secuencias de control de expresion que sean compatibles con la célula huésped de
expresion utilizada.

En una realizacion de la invencidon, las moléculas de ADN que codifican parcial o totalmente
secuencias de cadenas pesadas y ligeras pueden insertarse en vectores distintos.

En una realizacion, cualquier combinacién de las moléculas de ADN anteriores se introduce en el
mismo vector de expresion.

En una realizacion de la invencion, las moléculas de ADN pueden introducirse en un vector de
expresion por métodos estandar (por ejemplo, ligadura de sitios de restriccion complementarios en un
fragmento de gen de anticuerpo y vector, o ligadura de extremo romo si no hay sitios de restriccion
presentes).

En algunas realizaciones de la invencidon, un vector adecuado es uno que incluye sitios de
restriccion tales que cualquier secuencia VH o VL puede insertarse y expresarse facilmente, como se ha
descrito anteriormente. Un vector de expresion recombinante también puede codificar un péptido sefial que
facilite la secrecion de una cadena de anticuerpos a partir de una célula huésped. El gen de una cadena de
anticuerpos puede clonarse en un vector de forma que el péptido sefial esté unido en el marco al amino
terminal de una cadena de inmunoglobulina. Un péptido sefial puede ser un péptido sefal de
inmunoglobulina o un péptido sefial heterdlogo (es decir, un péptido sefial de una proteina no
inmunoglobulina).

En algunas realizaciones de la invencion, el vector puede incluir una secuencia de control de
expresion. El término "secuencia de control de expresion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion,
se refiere a las secuencias de polinucledtidos que son necesarias para llevar a cabo la expresion y el
procesamiento de las secuencias codificantes a las que se insertan. Los expertos en la materia entenderan
que el disefio de un vector de expresion, incluida la seleccion de las secuencias de control de la expresion,
puede depender de factores como la eleccion del tipo de célula huésped que se va a transformar, el nivel
requerido de expresion del anticuerpo, etcétera. Las secuencias de control de expresion incluyen secuencias
apropiadas de iniciacion, terminacion, promotoras y potenciadoras de la transcripcion; sefiales eficientes de
procesamiento del ARN, como sefiales de empalme y poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm
citoplasmatico; secuencias que mejoran la eficiencia de la traduccion (es decir, la secuencia de consenso
Kozak); secuencias que mejoran la estabilidad de la proteina; y, cuando se desea, secuencias que mejoran
la secrecion de la proteina. La naturaleza de dichas secuencias de control de la expresion difiere en funcion
del organismo huésped; en procariotas, dichas secuencias de control de la expresion suelen incluir un
promotor, un sitio de uniéon al ribosoma, asi como secuencias de terminacion de la transcripcion; en
eucariotas, dichas secuencias de control de la expresion suelen incluir promotores y secuencias de
terminacion de la transcripcion. Las secuencias de control de expresion preferidas para una célula huésped

de expresion en un mamifero incluyen elementos virales que aseguran altos niveles de expresion de
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proteinas en células de mamiferos, como promotores y/o potenciadores derivados de un LTR retroviral,
citomegalovirus (CMV) (como un promotor/potenciador de CMV), virus simiano 40 (SV40) (como un
promotor/ potenciador de SV40), adenovirus, (por ejemplo, el promotor principal tardio del adenovirus
(AdMLP)), poliomavirus y promotores fuertes de mamiferos como el promotor TTR, el promotor nativo
de inmunoglobulina o el promotor de actina. Las secuencias de control de expresion abarcan al menos todos
los componentes cuya presencia es importante para la expresion y el procesamiento.

En algunas realizaciones de la invencion, ademas de los genes de la cadena de anticuerpos y las
secuencias de control de expresion, los vectores de expresion recombinante de la invencion pueden llevar
secuencias adicionales, como secuencias que regulan la replicacién de un vector en las células huésped (por
ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. El gen marcador de seleccion facilita
la seleccion de las células huésped en las que se ha introducido un vector.

Célula huésped

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para producir una célula huésped para
producir cualquier anticuerpo anterior o fragmento de union al antigeno del mismo que se une
especificamente a AXL, e incluye la transformacion de la célula con el vector anterior.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una célula huésped para producir cualquiera de los
anticuerpos anteriores o fragmentos de union al antigeno de los mismos que se unen especificamente a
AXL, que comprende cualquiera de los 4acidos nucleicos anteriores.

El término "célula huésped" se refiere a una célula en la que se ha introducido un vector de
expresion recombinante. La presente invencion se refiere a células huésped, que pueden incluir, por
ejemplo, el vector descrito anteriormente segun la invencion. La presente invencion se refiere ademas a
células huésped que comprenden, por ejemplo, una secuencia de nucledtidos que codifica una cadena
pesada o porciones de union al antigeno de la misma, una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena
ligera o porciones de union al antigeno de la misma, o ambas. Debe entenderse que "célula huésped" se
refiere no s6lo a una célula en particular, sino también a la progenie de dicha célula. Dado que pueden
producirse modificaciones en las generaciones sucesivas debido a mutaciones o influencias ambientales,
dicha progenie puede no ser, de hecho, idéntica a una célula parental; sin embargo, dichas células siguen
estando incluidas en el alcance del término "célula huésped" tal y como se utiliza aqui.

Las moléculas de acido nucleico que codifican el anticuerpo monoclonal o fragmento de union al
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL segin la invencion y los vectores que comprenden
estas moléculas de acido nucleico pueden utilizarse para la transfeccion de una célula de mamifero, célula
vegetal, célula bacteriana o célula de levadura. La transfeccion puede llevarse a cabo mediante cualquier
método conocido para introducir polinucledtidos en una célula huésped. Los métodos para introducir
polinucleodtidos heterdlogos en células de mamiferos son bien conocidos en la técnica e incluyen la
transfeccion mediada por dextrano, la transfeccion de complejos polimero-acido nucleico catidnico, la
precipitacion de fosfato calcico, la transfeccion mediada por polibreno, la fusion de protoplastos, la

encapsulacion de los polinucledtidos en liposomas y la microinyeccion directa de ADN en los nucleos.
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Ademas, las moléculas de acido nucleico pueden introducirse en células de mamifero mediante vectores
virales (de expresion).

Las lineas celulares de mamiferos utilizadas como huéspedes para la transformacion son bien
conocidas en la técnica e incluyen una pluralidad de lineas celulares inmortalizadas disponibles. Entre ellas
se encuentran, por ejemplo, las células de ovario de hamster chino (CHO), las células NSO, las células SP2,
las células HEK-293T, las células FreeStyle 293 (Invitrogen), las células NIH-3T3, las células HeLa, las
células de rifion de hamster bebé (BHK), las células de rifion de mono verde africano (COS), las células de
carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), las células A549, SK-HEP1, HUH7, las células
Hep-RG y otras lineas celulares. Las lineas celulares se seleccionan determinando qué lineas celulares
tienen altos niveles de expresion y proporcionan las caracteristicas necesarias de la proteina que se esta
produciendo. Otras lineas celulares que pueden utilizarse son las de insectos, como las células Sf9 o Sf21.
Cuando los vectores de expresion recombinantes que codifican el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
union al antigeno del mismo que se une especificamente a AXL se introducen en células huésped de
mamiferos, los anticuerpos o fragmentos de los mismos se producen cultivando las células huésped durante
un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion de los anticuerpos o fragmentos de los mismos
en las células huésped o, mas preferiblemente, la secrecion de los anticuerpos o fragmentos de los mismos
en el medio de cultivo en el que crecen las células huésped. El anticuerpo monoclonal o fragmento de unién
a antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede aislarse del medio de cultivo utilizando
técnicas estandar de purificacion de proteinas. Las células huésped vegetales incluyen, por ejemplo,
Nicotiana, Arabidopsis, lenteja de agua, maiz, trigo, patata, etc. Las células huésped bacterianas incluyen
las especies Escherichia y Streptomyces. Las células huésped de levadura incluyen Schizosaccharomyces
pombe, Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris.

Ademas, el nivel de produccion del anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del
mismo que se une especificamente a AXL a partir de una linea celular de produccién puede mejorarse
utilizando una serie de técnicas conocidas. Por ejemplo, el sistema de expresion del gen de la glutamina
sintetasa (el sistema GS) es un enfoque comiin para mejorar la expresion en ciertas condiciones.

Es probable que el anticuerpo monoclonal o el fragmento de unién al antigeno del mismo que se
une especificamente a AXL a partir de diversas lineas celulares tenga un perfil de glicosilacion diferente
en entre si. Sin embargo, el anticuerpo monoclonal o fragmento de unidn a antigeno del mismo que se une
especificamente a AXL codificado por moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento, o
que comprenden secuencias de aminoacidos proporcionadas en el presente documento forman parte de la
presente invencion, independientemente de la glicosilacion de las moléculas de union, y, en general,
independientemente de la presencia o ausencia de modificaciones postraduccionales.

La célula huésped anterior no se refiere a una célula huésped producida utilizando embriones
humanos.

La célula huésped anterior no se refiere a una célula huésped producida mediante la modificacion
de la integridad genética de las células de la linea germinal humana.

Método de produccion de anticuerpos
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En un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para producir el anticuerpo o fragmento
de unidén a antigeno del mismo que se une especificamente a AXL, que comprende cultivar la célula huésped
anterior en un medio de crecimiento en condiciones suficientes para producir dicho anticuerpo o fragmento
de uniodn a antigeno del mismo, seguido de aislamiento y purificacion del anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno del mismo resultante.

Composiciones farmacéuticas

Otro aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende, como principio
activo (o como tnico principio activo), el anticuerpo monoclonal segtn la presente invencion o fragmento
de uniodn a antigeno del mismo que se une especificamente a AXL.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende
cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno mencionados anteriormente en combinacion
con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica utilizada para tratar
una enfermedad o trastorno mediado por AXL, que comprende cualquiera de los anticuerpos anteriores o
fragmentos de union a antigeno de los mismos en combinacién con uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica utilizada para tratar
una enfermedad o trastorno mediado por AXL, que comprende cualquiera de los anticuerpos o fragmentos
de unio6n a antigenos anteriores en una cantidad terapéuticamente eficaz en combinacién con uno o mas
excipientes farmacéuticamente aceptables.

"Composicion farmacéutica" significa una composicion que comprende el anticuerpo segun la
invencion y al menos uno de los componentes seleccionados del grupo que consiste en cargas
farmacéuticamente aceptables y farmacolégicamente compatibles, disolventes, diluyentes, portadores,
agentes auxiliares, distribuidores y sensores, agentes de administracion.

El término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a uno o mas componentes liquidos o sélidos
compatibles que son adecuados para la administracion en un mamifero, preferentemente en un ser humano.

El término "excipiente" se utiliza aqui para describir cualquier ingrediente que no sea el anticuerpo
segun la presente invencion. Son sustancias de naturaleza inorganica u organica que se utilizan en la
produccion/fabricacion farmacéutica para dar a los medicamentos las propiedades fisicoquimicas
necesarias.

En algunas realizaciones, las composiciones estdn destinadas a mejorar, prevenir o tratar
enfermedades o trastornos que pueden estar mediados por AXL.

El término "enfermedad o trastorno mediado por AXL" se refiere a cualquier enfermedad o
trastorno que esté directa o indirectamente asociado con AXL, incluida la etiologia, el desarrollo, la
progresion, la persistencia o la patologia de una enfermedad o trastorno.

"Tratar", "tratamiento" y "terapia" se refieren a un método para aliviar o eliminar un trastorno
biologico y/o al menos uno de los sintomas que lo acompanan. Ademas, las referencias al "tratamiento"

incluyen referencias al tratamiento curativo, paliativo y profilactico.
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El término "trastorno" significa cualquier afeccion que se beneficiaria del tratamiento segiin
la presente invencidén. La definicion del término incluye trastornos o enfermedades cronicas y
agudas, incluidas aquellas condiciones patoldgicas que predisponen al mamifero al trastorno en
cuestion.

"Cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a la cantidad del agente terapéutico que se
administra durante el tratamiento y que aliviard en cierta medida uno o varios de los sintomas de la
enfermedad que se esta tratando. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede variar en funcion de factores
como la afeccion concreta que se esté tratando, la edad, el sexo y el peso del paciente, y de si el anticuerpo
monoclonal o el fragmento de unidn a antigeno del mismo que se une especificamente a la AXL se esta
administrando como tratamiento independiente o en combinacion con uno o mas farmacos o tratamientos
adicionales.

En un aspecto, el sujeto del tratamiento, o paciente, es un mamifero, preferentemente un sujeto
humano. Dicho sujeto puede ser hombre o mujer, de cualquier edad.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion y los métodos de preparacion de las
mismas seran sin duda evidentes para los expertos en la técnica. Las composiciones farmacéuticas deben
fabricarse preferentemente de acuerdo con los requisitos de las PCF (practicas correctas de fabricacion).

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, puede incluir una composicidon tampon,
agentes de tonicidad (agente osmolitico u osmético), estabilizadores y/o solubilizantes.

La composicion farmacéutica segtin la invencion es una composicion estable.

Una composicion farmacéutica es "estable" si el agente activo conserva la estabilidad fisica y/o la
estabilidad quimica y/o la actividad bioldgica del mismo durante el tiempo de conservacion especificado a
una temperatura de almacenamiento, por ejemplo, de 2-8 °C. Preferiblemente, el agente activo conserva
tanto la estabilidad fisica como la quimica, asi como la actividad biolégica. El periodo de almacenamiento
se ajusta en funcion de los resultados de la prueba de estabilidad en condiciones de envejecimiento
acelerado o natural.

La composicion farmacéutica segin la presente invencion es adecuada para la administracion
parenteral como formulaciones estériles destinadas a la administracién en un cuerpo sujeto a través de la
fisura en la piel o las barreras de la mucosa, sin pasar por el tracto gastrointestinal mediante de la inyeccion,
infusion e implantacion. En particular, se contempla que la administracion parenteral incluye, entre otras,
las técnicas de inyeccion o infusion subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intratecal, intraventricular, intrauretral, intracraneal, intrasinovial, transdérmica y de infusion renal
dialitica. También puede emplearse la administracion intratumoral, por ejemplo, la inyeccion intratumoral.
También se contempla la perfusion regional.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra por via intravenosa.

En algunas realizaciones, la administracion intravenosa se lleva a cabo mediante infusion, infusion
prolongada o infusion continua de larga duracion.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se administra por via subcutanea.
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En algunas realizaciones, la administracion subcutanea se lleva a cabo mediante inyeccion
subcutanea.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una forma farmacéutica inyectable.

En algunas realizaciones, la composiciéon farmacéutica es una solucidén para administracion
intravenosa.

En algunas realizaciones, la forma farmacéutica inyectable es una solucién para infusion.

En algunas realizaciones, la forma farmacéutica inyectable es una solucion para administracion
subcutanea.

Las formulaciones inyectables pueden fabricarse, sin limitacion, en forma de dosificacion unitaria,
como ampollas, viales, recipientes de plastico, jeringas precargadas, dispositivos de autoinyeccion.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una composicion farmacéutica
suministrada en forma seca, es decir, en polvo o granular, para su reconstitucion con un disolvente adecuado
(por ejemplo, agua estéril libre de pirdgenos) antes de su administracion. Dicha formulacion medicinal
puede prepararse, por ejemplo, mediante liofilizacion, es decir, un proceso conocido en la técnica como
secado por congelacion, que implica la congelacion de un producto seguida de la eliminacion del disolvente
del material congelado.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es un liofilizado para preparar una solucion
para infusion.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es un liofilizado para preparar una solucion
para administracion subcutanea.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es un concentrado para preparar una
solucion para infusion.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es un concentrado para preparar una
solucion para administracion subcutanea.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un
anticuerpo monoclonal segun la presente invencion o fragmento de union a antigeno del mismo que se une
especificamente a AXL y al menos otro compuesto terapéuticamente activo.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por AXL, que comprende cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de
uniodn a antigeno de los mismos mencionados anteriormente y al menos otro compuesto terapéuticamente
activo.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende
cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno mencionados anteriormente y, ademas, al
menos otro compuesto terapéuticamente activo.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para el tratamiento
de una enfermedad o trastorno mediado por AXL, que comprende cualquiera de los anticuerpos o

fragmentos de union a antigeno anteriores y ademas al menos otro compuesto terapéuticamente activo.
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En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para tratar una
enfermedad o trastorno mediado por AXL, que comprende cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de
unidn a antigeno de los mismos mencionados anteriormente y al menos otro compuesto terapéuticamente
activo, que es un anticuerpo, una molécula pequefia, un agente de terapia hormonal o una combinacion de
los mismos.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, el otro compuesto terapéuticamente
activo es un inhibidor del punto de control inmunitario.

El término "inhibidor de punto de control inmunitario" (o "inhibidor de punto de control") se refiere
a compuestos que inhiben la actividad de los puntos de control inmunitario. La inhibicion incluye la
reduccion de la funcion y el bloqueo total. Algunos ejemplos de moléculas inhibidoras de puntos de control
son B7-H3, B7-H4, BTLA, CTLA-4, KIR, PD-1, PD-L1, PD-L2, LAG-3, TIM-3, TIGIT, y VISTA. En
algunas realizaciones de la invencion, el inhibidor de punto de control inmunitario es un anticuerpo que
reconoce especificamente una proteina de punto de control inmunitario. Se conocen varios inhibidores de
puntos de control inmunitario y, por analogia con estos inhibidores de proteinas de punto de control
inmunitario conocidos, es posible que en un futuro proximo se desarrollen inhibidores de puntos de control
inmunitario alternativos. Los inhibidores de puntos de control inmunitario incluyen, entre otros, péptidos,
anticuerpos, moléculas de acido nucleico y compuestos de bajo peso molecular.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, el inhibidor del punto de control
inmunitario se selecciona entre un inhibidor de PD-1, un inhibidor de PD-L1 o un inhibidor de CTLA-4.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, el inhibidor de PD-1 es un anticuerpo
que se une especificamente a la PD-1.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, el anticuerpo que se une especificamente
a la PD-1 se selecciona del grupo: prolgolimab, pembrolizumab, nivolumab.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, el inhibidor de CTLA-4 es un anticuerpo
que se une especificamente a la CTLA-4.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, el anticuerpo que se une especificamente
ala CTLA-4 es ipilimumab o nurulimab.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, el inhibidor de PD-L1 es un anticuerpo
que se une especificamente a la PD-L1.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, el anticuerpo que se une especificamente
ala PD-L1 se selecciona del grupo: durvalumab, avelumab, atezolizumab, manelimab.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, el otro compuesto terapéuticamente
activo se selecciona del grupo: EGFR-TKI, afatinib, erlotinib, gefitinib, osimertinib, doxorrubicina,
paclitaxel, capecitabina, carboplatino, cisplatino, lapatinib, trastuzumab emtansina, docetaxel,
ciclofosfamida, topotecan, niraprib, olaparib, pembrolizumab, agentes de platino, bevacizumab,
prolgolimab, nivolumab, vemurafenib, dabrafenib, cobimetinib, trametinib, etoposido, temozolomida,
lomustina, imatinib, dasatinib, vincristina, derivados de doxorrubicina, citarabina, fludarabina, rituximab,

venetoclax, inhibidores de PARP, irinotecan, trastuzumab, gemcitabina, atezolizumab, fluoropirimidina,
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cetuximab, ipilimumab, metotrexato, ifosfamida, docorrubicina, inhibidores de BRAF, inhibidores de
MEK, donepezilo, rivastigmina, galantamina, nintedanib, terapia etiotrdpica, terapia antiinflamatoria,
glucocorticoide, terapia antitrombdtica o cualquier combinacién de las mismas.

En algunas realizaciones de la composicion farmacéutica, la enfermedad o trastorno mediado por
AXL se selecciona del grupo: cancer de pulmdn no microcitico, cancer de pulmdn no microcitico con una
mutacion EGFR, carcinoma de mama, cancer de mama HER2 positivo, cancer de mama cuatro veces
negativo, cancer de mama triple negativo (TNBC), cancer de ovario, cancer de ovario resistente a platino,
cancer de prostata, cancer de prostata resistente a docetaxel, cancer de endometrio y sarcoma uterino,
adenocarcinoma endometrioide, carcinoma seroso uterino, melanoma cutaneo, neuroblastoma,
glioblastoma, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer de estomago, carcinoma de células
renales, carcinoma urotelial, cancer colorrectal, cancer de colon, carcinoma hepatocelular, cancer de
pancreas, cancer biliar, neoplasia maligna de la via biliar extrahepatica, cancer de la via biliar intrahepatica,
neoplasias malignas de la vesicula biliar, osteosarcoma, sarcoma de Ewing, neoplasias con alto nivel de
expresion de AXL, leucemia mieloide cronica, leucemia linfocitica créonica, leucemia mieloide aguda,
leucemia linfoblastica aguda, enfermedad hepatica cronica, esteatohepatitis no alcohdlica, enfermedad de
Alzheimer o fibrosis pulmonar idiopatica.

Uso terapéutico de un anticuerpo monoclonal o fragmento de union a antigeno del mismo que se
une especificamente a AXL

En un aspecto, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une especificamente
a AXL se utiliza en el tratamiento de trastornos mediados por la actividad de AXL.

En un aspecto, el sujeto del tratamiento, o paciente, es un mamifero, preferentemente un sujeto
humano. Dicho sujeto puede ser hombre o mujer, de cualquier edad.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para tratar una enfermedad o trastorno
mediado por AXL, que comprende administrar en un sujeto que necesita dicho tratamiento cualquiera de
los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos mencionados anteriormente o dicha
composicion farmacéutica, en una cantidad terapéuticamente eficaz.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para tratar una enfermedad o trastorno
mediado por AXL, que comprende administrar en un sujeto que necesita dicho tratamiento cualquiera de
los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno del mismo mencionados anteriormente y al menos otro
compuesto terapéuticamente activo en una cantidad terapéuticamente eficaz.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, la enfermedad o trastorno mediado por AXL
se selecciona del grupo: cancer de pulmén no microcitico, cancer de pulmoén no microcitico con una
mutacion EGFR, carcinoma de mama, cancer de mama HER2 positivo, cancer de mama cuatro veces
negativo, cancer de mama triple negativo (TNBC), cancer de ovario, cancer de ovario resistente a platino,
cancer de prostata, cancer de prostata resistente a docetaxel, cancer de endometrio y sarcoma uterino,
adenocarcinoma endometrioide, carcinoma seroso uterino, melanoma cutaneo, neuroblastoma,
glioblastoma, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer de estomago, carcinoma de células

renales, carcinoma urotelial, cancer colorrectal, cancer de colon, carcinoma hepatocelular, cancer de
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pancreas, cancer biliar, neoplasia maligna de la via biliar extrahepatica, cancer de la via biliar intrahepatica,
neoplasias malignas de la vesicula biliar, osteosarcoma, sarcoma de Ewing, neoplasias con alto nivel de
expresion de AXL, leucemia mieloide cronica, leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide aguda,
leucemia linfobléstica aguda, enfermedad hepatica cronica, esteatohepatitis no alcohdlica, enfermedad de
Alzheimer o fibrosis pulmonar idiopatica.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, el otro compuesto terapéuticamente activo es
un anticuerpo, una molécula pequefia, un agente de terapia hormonal o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, el otro compuesto terapéuticamente activo es
un inhibidor del punto de control inmunitario.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, el inhibidor de punto de control inmunitario
se selecciona entre un inhibidor de PD-1, un inhibidor de PD-L1 o un inhibidor de CTLA-4.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, el inhibidor de PD-1 es un anticuerpo que se
une especificamente a la PD-1.

En algunas realizaciones de la invencion, el inhibidor de PD-1 es un anticuerpo que se une
especificamente a la PD-1. Algunos ejemplos de anticuerpos que se unen especificamente a la PD-1 son
pembrolizumab, nivolumab, prolgolimab, toripalimab, cemiplimab, sintilimab y otros. Los mas preferidos
son prolgolimab, pembrolizumab y nivolumab.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, el anticuerpo que se une especificamente a la
PD-1 se selecciona del grupo que comprende prolgolimab, pembrolizumab, nivolumab.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, el inhibidor de CTLA-4 es un anticuerpo que
se une especificamente a la CTLA-4.

En algunas realizaciones de la invencion, el inhibidor de CTLA-4 es un anticuerpo que se une
especificamente a la CTLA-4. Algunos ejemplos de anticuerpos que se unen especificamente a la CTLA4
son ipilimumab, tremelimumab, zalifrelimab, nurulimab y otros. Los mas preferidos son ipilimumab o
nurulimab.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, el anticuerpo que se une especificamente a la
CTLA-4 es ipilimumab o nurulimab.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, el inhibidor de PD-L1 es un anticuerpo que se
une especificamente a la PD-L1.

En algunas realizaciones del método de tratamiento, el anticuerpo que se une especificamente a la
PD-L1 se selecciona del grupo: durvalumab, avelumab, atezolizumab, manelimab.

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso del anticuerpo anterior o del fragmento de
unidn al antigeno del mismo o de la composicion farmacéutica anterior para tratar en un sujeto que necesita
dicho tratamiento una enfermedad o trastorno mediado por AXL.

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso del anticuerpo anterior o fragmento de union
a antigeno del mismo y al menos otro compuesto terapéuticamente activo para tratar en un sujeto que

necesita dicho tratamiento una enfermedad o trastorno mediado por AXL.
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En algunas realizaciones del uso, la enfermedad o trastorno mediado por AXL se selecciona del
grupo: cancer de pulmén no microcitico, cdncer de pulmon no microcitico con una mutacion EGFR,
carcinoma de mama, cancer de mama HER2 positivo, cancer de mama cuatro veces negativo, cancer de
mama triple negativo (TNBC), cancer de ovario, cancer de ovario resistente a platino, cancer de prostata,
cancer de prostata resistente a docetaxel, cancer de endometrio y sarcoma uterino, adenocarcinoma
endometrioide, carcinoma seroso uterino, melanoma cutaneo, neuroblastoma, glioblastoma, carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello, cancer de estdémago, carcinoma de células renales, carcinoma
urotelial, cancer colorrectal, cancer de colon, carcinoma hepatocelular, cancer de pancreas, cancer biliar,
neoplasia maligna de la via biliar extrahepatica, cancer de la via biliar intrahepéatica, neoplasias malignas
de la vesicula biliar, osteosarcoma, sarcoma de Ewing, neoplasias con alto nivel de expresion de AXL,
leucemia mieloide cronica, leucemia linfocitica cronica, leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica
aguda, enfermedad hepatica cronica, esteatohepatitis no alcohdlica, enfermedad de Alzheimer o fibrosis
pulmonar idiopatica.

En algunas realizaciones del uso, el otro compuesto terapéuticamente activo es un anticuerpo, una
molécula pequefia, un agente de terapia hormonal o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones del uso, el otro compuesto terapéuticamente activo es un inhibidor de
punto de control inmunitario.

En algunas realizaciones del uso, el inhibidor del punto de control inmunitario se selecciona entre
un inhibidor de PD-1, un inhibidor de PD-L1 o un inhibidor de CTLA-4.

En algunas realizaciones del uso, el inhibidor de PD-1 es un anticuerpo que se une especificamente
alaPD-1.

En algunas realizaciones del uso, el anticuerpo que se une especificamente a la PD-1 se selecciona
del grupo: prolgolimab, pembrolizumab, nivolumab.

En algunas realizaciones del uso, el inhibidor de CTLA-4 es un anticuerpo que se une
especificamente a la CTLA-4.

En algunas realizaciones del uso, el anticuerpo que se une especificamente a la CTLA-4 es
ipilimumab o nurulimab.

En algunas realizaciones del uso, el inhibidor de PD-L1 es un anticuerpo que se une
especificamente a la PD-L1.

En algunas realizaciones del uso, el anticuerpo que se une especificamente a la PD-L1 se selecciona
del grupo: durvalumab, avelumab, atezolizumab, manelimab.

Los usos o métodos utilizados en el presente documento en relacion con el anticuerpo o fragmento
de unidn a antigeno del mismo que se une especificamente a AXL con uno o mas agentes terapéuticos se
contemplan para significar, referirse a e incluir lo siguiente:

1) la administracion simultdnea de dicha combinacidon del anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL y un agente terapéutico a un paciente que necesita
tratamiento, cuando dichos componentes se formulan juntos en una tnica forma de dosificacion que libera

dichos componentes a dicho paciente sustancialmente al mismo tiempo,
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2) la administraciéon simultanea de dicha combinacion del anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL y un agente terapéutico a un paciente que necesita
tratamiento, cuando dichos componentes se formulan por separado en formas de dosificacion
independientes que son tomadas sustancialmente al mismo tiempo por dicho paciente, con lo cual dichos
componentes son liberados a dicho paciente sustancialmente al mismo tiempo,

3) la administracion secuencial de dicha combinacion del anticuerpo o fragmento de unidn al
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL y un agente terapéutico a un paciente que necesita
tratamiento, cuando dichos componentes se formulan aparte unos de otros en formas de dosificacion
separadas que son tomadas en momentos consecutivos por dicho paciente con un intervalo de tiempo
significativo entre cada administracion, con lo que dichos componentes se liberan a dicho paciente en
momentos sustancialmente diferentes ; y

4) la administracion secuencial de dicha combinacion de anticuerpo o fragmento de unidn a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL y agente terapéutico a un paciente que necesita
tratamiento, cuando dichos componentes se formulan juntos en una tinica forma de dosificacion que libera
dichos componentes de manera controlada, con lo cual se liberan concurrente, consecutiva o conjuntamente
en el mismo y/o diferentes momentos a dicho paciente, donde cada porcion puede administrarse por la
misma o diferentes vias.

El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede
administrarse sin tratamiento terapéutico adicional, es decir, como terapia independiente.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con agentes
EGFR-TKI (afatinib, erlotinib, gefitinib y/u osimertinib) y/o un inhibidor de punto de control inmunitario
seleccionado entre un inhibidor de PD-1 o un inhibidor de PD-L1.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (doxorrubicina, paclitaxel, capecitabina, carboplatino y/o cisplatino) y/o un inhibidor de
punto de control inmunitario seleccionado entre un inhibidor de PD-1 o un inhibidor de PD-L1.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con terapia
dirigida (lapatinib) y/o terapia citostatica, trastuzumab emtansina.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de uniéon a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (docetaxel, paclitaxel, ciclofosfamida y/o topotecan) y/o terapia dirigida (niraprib y/o
olaparib).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (docetaxel, paclitaxel, ciclofosfamida y/o topotecan) y/o quimiohormonoterapia combinada
y/o terapia dirigida (niraprib y/o olaparib) y/o pembrolizumab.
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En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (agentes de platino, topotecan y/o paclitaxel) y/o terapia dirigida (bevacizumab) y/o
pembrolizumab.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con un
inhibidor del punto de control inmunitario (prolgolimab, nivolumab o pembrolizumab) y/o terapia dirigida
(vemurafenib/dabrafenib y/o cobimetinib/trametinib).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con
quimioterapia citotoxica (agentes de platino, etopdsido y/o temozolomida).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (temozolomida, agentes de platino, etopodsido y/o lomustina) y/o terapia dirigida
(bevacizumab y/o dabrafenib + trametinib) y/o pembrolizumab.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con inhibidores
de tirosina cinasa (imatinib y/o dasatinib).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (vincristina, y/o derivados de doxorrubicina).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (derivados de citarabina y/o doxorrubicina).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioinmunoterapia (fludarabina, ciclofosfamida y/o rituximab) y/o terapia dirigida (venetoclax).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con un
inhibidor del punto de control inmunitario (pembrolizumab) y/o terapia dirigida (inhibidores de PARP).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de uniéon a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (irinotecan y/o docetaxel) y/o un inhibidor de punto de control inmunitario (nivolumab o
pembrolizumab) y/o trastuzumab.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con un

inhibidor del punto de control inmunitario (nivolumab y/o pembrolizumab).
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En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (cisplatino y/o gemcitabina) y/o un inhibidor de punto de control inmunitario (atezolizumab
y/o pembrolizumab).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (fluoropirimidina y/o irinotecdn) y/o terapia dirigida (bevacizumab, cetuximab y/o
dabrafenib + trametinib) y/o un inhibidor de punto de control inmunitario (pembrolizumab, nivolumab y/o
ipilimumab).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con
quimioterapia (cisplatino y/o gemcitabina) y/o nivolumab.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (metotrexato y/o ifosfamida).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (vincristina y/o docorrubicina).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacién con
quimioterapia (paclitaxel, cisplatino y/o gemcitabina) y/o pembrolizumab.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinaciéon con un
inhibidor del punto de control inmunitario (nivolumab y/o pembrolizumab) y/o trastuzumab y/o terapia
dirigida (inhibidores de BRAF/MEK).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con inhibidores
de la acetilcolinesterasa central (donepezilo, rivastigmina y/o galantamina).

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que se une especificamente a AXL puede administrarse en combinacion con nintedanib.

En algunas realizaciones del método de tratamiento o de uso, una dosis adecuada del anticuerpo
monoclonal o fragmento de union al antigeno del mismo que se une especificamente a AXL segin la
presente invencion oscilara entre 0,1 y 200 mg/kg.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un mapa genético del vector pIntA CK 01 004 que contiene la secuencia de la
cadena ligera del anticuerpo anti-AXL 01 _004.

La Figura 2 es un mapa genético del vector pIntA HC 01 004 que contiene la secuencia de la

cadena pesada del anticuerpo anti-AXL 01 _004.
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Para las figuras 1 a 2

Nombre Definicion

Promotor de CMV Promotor eucariota del citomegalovirus humano

Secuencia potenciadora del citomegalovirus

Potenciador de CMV
humano

Intron A Sitio aceptor

Kozak Secuencia de consenso de Kozak para el inicio de la

traduccion
INICIO Codon de inicio
IgK lider Péptido lider de la sefial de la IgK murina
Gen del dominio variable de la cadena ligera del
VL-01_004 anticuerpo anti-AXL 01 004
Secuencia del dominio constante de la cadena ligera
CK .
« del anticuerpo IgGl
Gen del dominio variable de la cadena pesada del
VH-01_004 anticuerpo anti-AXL 01 004
HC Secuencia de los dominios constantes de la cadena
pesada HC del anticuerpo IgG1
PARADA Codon de parada
Terminador de transcripcion, sefial de
SVA40 PA term poliadenilacion del virus SV40
VEB ofi Lugar de origen de la replicacion del virus de

Epstein-Barr

Gen de la beta-lactamasa que confiere resistencia a
AmpR la ampicilina. Permite la seleccion de cultivos
celulares de E.coli

Origen bacteriano de replicacion de alto niimero de

pUCorigen copias

La Figura 3 es un electroforegrama del candidato 01 004 obtenido mediante electroforesis en gel
vertical en condiciones desnaturalizantes no reductoras en PAAG al 8%.

1 - solucion tampoén para la aplicacion de muestras, libre de 2-mercaptetanol;

2 - marcadores moleculares de proteinas; los pesos moleculares correspondientes a los carriles
(kDa) se muestran a la izquierda de los electroforegramas;

3-01_004, carga de 10 pg;

4-01 004, carga de 0,1 pg.

La Figura 4 es un electroforegrama del candidato 01 _004 obtenido mediante electroforesis en gel

vertical en condiciones desnaturalizantes reductoras en PAAG al 12,5%.
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1 - solucion tampon para la aplicacion de muestras, que comprende 2-mercaptetanol;

2 - marcadores moleculares de proteinas; los pesos moleculares correspondientes a los carriles
(kDa) se muestran a la izquierda de los electroforegramas;

3-01_004, carga de 10 pg;

4 -01_004, carga de 0,1 pg.

La Figura 5 es un grafico que ilustra los resultados de ELISA para medir la unién de anticuerpos
anti-AXL a distintos fragmentos extracelulares de AXL.

10GS - anticuerpo anti-AXL de control del dominio AXL-Igl

Control - control sin introducir anticuerpos anti-AXL

La Figura 6 es un grafico que ilustra la actividad inhibidora de los anticuerpos anti-AXL en un
ensayo que utiliza una linea celular informadora.

La Figura 7 es un grafico que ilustra los resultados de ELISA para medir la inhibicion de la
fosforilacion de AXL dependiente de GAS6 por el anticuerpo anti-AXL.

blanco - control sin introducir lisado celular, nivel de fondo de DO en ELISA

Control pAXL - producto de control AXL fosforilado del kit DuoSet IC ELISA intracelular Human
Phospho-Axl (R&D Systems)

células no estimuladas - células incubadas en ausencia de GAS6 y anticuerpos

GASG6 - células incubadas en presencia de GAS6

Control negativo IgG1 - células incubadas en presencia de un anticuerpo IgG1 de control (no anti-
AXL)

01 _004 - células incubadas en presencia del anticuerpo 01 004

01_004 + GASG - células incubadas en presencia de GAS6 y del anticuerpo 01 004

IgG1 + GASG6 control negativo - células incubadas en presencia de GAS6 y un anticuerpo IgG1 de
control (no anti-AXL)

La Figura 8 es un grafico que ilustra la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
en un ensayo que utiliza una linea celular informadora.

La Figura 9 es un grafico que ilustra la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
en un ensayo con PBMC.

La Figura 10 es un grafico que ilustra la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) en
un ensayo que utiliza una linea celular informadora.

La Figura 11 es un grafico que ilustra la unién dosis-dependiente de anticuerpos anti-AXL a AXL
humana y de cynomolgus.

La Figura 12 es un grafico que ilustra los volimenes tumorales frente al tiempo tras el inicio de la
administracion de farmacos anti-AXL a ratones durante un estudio in vivo en un modelo de xenoinjerto
subcutaneo.

Nota: * p <0,05, diferencia estadisticamente significativa respecto al control (prueba de Mann-

Whitney).
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La Figura 13 es un grafico que ilustra el cambio en la concentracion de los productos candidatos
anti-AXL en el suero sanguineo de monos tras la administracion intravenosa repetida.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para una mejor comprension de la invencion. Estos
ejemplos son solo para fines ilustrativos y no deben interpretarse de ninguna manera como una restriccion
del alcance de la invencion.

Materiales y métodos generales

La informacion general sobre las secuencias de nucledtidos de las cadenas ligeras y pesadas de
inmunoglobulinas humanas se encuentra en: Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Los
aminoacidos de las cadenas de anticuerpos estan numerados segin el esquema de numeracion EU
(Edelman, G.M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 63 (1969) 78-85; Kabat, E.A., et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Sth ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
MD, (1991).

Técnicas de ADN recombinante

Se utilizaron métodos estandar para manipular el ADN como se describe en Sambrook, J. et al,
Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York, 1989. Los reactivos de biologia molecular se utilizaron segtin los protocolos del fabricante.

Sintesis genética

Los segmentos genéticos deseados se prepararon a partir de oligonucleotidos fabricados por sintesis
quimica. Los segmentos génicos de 300 a 1400 pb de longitud, que estaban flanqueados por sitios de
restriccion singulares, se ensamblaron mediante el recocido y la ligacion de oligonucledtidos, incluyendo
la amplificacion por PCR, y posteriormente se clonaron a través de los sitios de restriccion. Las secuencias
de ADN de los fragmentos genéticos subclonados se confirmaron mediante la secuenciacion del ADN.

Determinacion de la secuencia de ADN

Las secuencias de ADN se determinaron mediante secuenciacion de Sanger.

Analisis de secuencias de ADN y proteinas y gestion de datos de secuencias

Para la creacion de la secuencia, el mapeo, el analisis, la anotacién y la ilustracion se utilizo el
paquete UGENE version 1.29 de Unipro y SnapGene version 6.1.

Vectores de expresion

Para la expresion de los anticuerpos descritos en los materiales de la solicitud, se aplicaron variantes
de plasmidos de expresion destinados a la expresion de anticuerpos en células procariotas (E.coli),
expresion transitoria en células eucariotas (por ejemplo, en células CHO). Ademas del casete de expresion
de anticuerpos, los vectores contenian: un origen de replicacion que permite la replicacion de dicho
plasmido en E. coli, genes que confieren resistencia en E. coli a diversos antibioticos (por ejemplo, a la
ampicilina, la kanamicina).

Los genes de fusion que comprenden las cadenas de anticuerpos descritas a continuacion se

generaron mediante PCR y/o sintesis genética y se ensamblaron con métodos y técnicas recombinantes
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conocidos mediante la conexion de los segmentos de acido nucleico correspondientes, por ejemplo,
utilizando sitios de restriccion Unicos en los vectores correspondientes. Las secuencias de acidos nucleicos
subclonados se verificaron mediante la secuenciacion del ADN. Para las transfecciones transitorias, se
prepararon mayores cantidades de plasmidos mediante la preparacion de plasmidos a partir de cultivos de
E. coli transformados.

Ejemplo 1. Disefio y creacién de constructos genéticos para la sintesis de anticuerpos
monoespecificos anti-AXL de longitud completa.

Se produjeron anticuerpos monoespecificos anti-AXL en formato IgGl bivalente de longitud
completa. En la secuencia de la porcion Fc de la cadena pesada de los anticuerpos anti-AXL, se eliminaron
dos aminoacidos C-terminales GK. La eliminacion de dos aminoacidos C-terminales GK en la secuencia
de la porcion Fc de la cadena pesada da como resultado una mayor productividad y homogeneidad del
producto anticuerpo generado en células CHO, un perfil acido-base (PAB) mejorado del mismo, en el que
dicha eliminacién no afecta a la farmacocinética, actividad y estabilidad del anticuerpo.

Los anticuerpos 01-004 y 01-004 2 tienen los mismos dominios variables de la cadena ligera y
pesada. El anticuerpo 01-004 2 comprende, en la porcion Fc de la cadena pesada, sustituciones adicionales
de aminoacidos S239D e I1332E (segun la numeracion de la UE).

Las construcciones genéticas se crearon de la siguiente manera. Se generaron productos PCR que
comprendian secuencias de dominios variables de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos utilizando
cebadores PCR que comprendian secuencias adicionales complementarias a los sitios respectivos de los
vectores de expresion pIntA respectivos. El procedimiento de ensamblaje descrito a continuacion se llevo
a cabo mediante un método independiente de ligadura utilizando la actividad exonucleasa 3'-5' de la ADN
polimerasa Pfu Ultra II. La secuencia de nucledtidos del dominio variable de la cadena ligera (VL) se insertd
en el vector pIntA CK utilizando sitios de restriccion Sapl. El vector pIntA CK 01 004 (Figura 1)
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la porcion constante de la cadena kappa ligera del
anticuerpo IgG1. La secuencia de nucledtidos del dominio variable de la cadena pesada (VH) se insert6 en
el vector pIntA HC utilizando sitios de restriccion Sapl. El vector pIntA HC 01 004 (Figura 2)
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la porcion constante de la cadena pesada del
anticuerpo IgGl que comprende una delecion de los aminoacidos C-terminales GK. En el caso del
anticuerpo 01-004 2, en la secuencia de nucleotidos de la porcion constante de la cadena pesada se han
introducido ademas sustituciones de nucleotidos que proporcionan las sustituciones de aminoacidos S239D
e I332E.

Las secuencias nucleotidicas de las construcciones plasmidicas resultantes se confirmaron
mediante secuenciacion del ADN. Los plasmidos resultantes se generaron en las cantidades deseadas en
células E.coli y se purificaron utilizando un kit de aislamiento de ADN plasmidico. A continuacion, los
plasmidos se utilizaron para producir transitoriamente proteinas en la linea celular CHO-K1-S.

Ejemplo 2. Generacion, aislamiento y purificacion de anticuerpos monoclonales

Para generar anticuerpos en el sistema de expresion transitoria se utilizaron células de la linea CHO-

KI1-S. Para la generacion, se utilizé un medio de cultivo de células CHO suplementado ademas con 4 mM
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de glutamina, 10 pg/ml de gentamicina, 10 pg/ml de ciprofloxacino y 100 uM de desoxi-2-fluoro-L-fucosa.
Las células se cultivaron en matraces con deflectores en incubadoras-agitadores orbitales a +37 °C en
presencia de un 5% deCO; mientras se agitaban constantemente.

Para la expresion transitoria, se transfectdé un cultivo celular a 1,8-2:10° células/ml utilizando
polietilenimina lineal. La relacion ADN/PEI era de 1:7. El séptimo dia de cultivo, la suspension celular se
clarifico por centrifugacion y se filtr a través de un filtro de 0,22 pum.

El dia 7 tras la transfeccién, se tomaron muestras de fluido celular y se midi6 en ellas la
concentracion de la proteina generada mediante interferometria de bicapa en el instrumento OctetRed 96

(ForteBio) sobre chips Protein-A Biosense siguiendo las instrucciones del fabricante (Tabla 1).

Tabla 1. Productividad de los anticuerpos contra AXL

Anticuerpo Productividad proteica, mg/l
01 004 304
01 004 2 157

Mientras se generaban transitoriamente, los anticuerpos 01 004 y 01 004 2 demostraron la
productividad tipica de los anticuerpos monoclonales.

La purificaciéon del anticuerpo se llevd a cabo mediante cromatografia de afinidad utilizando un
sorbente a base de sefarosa con proteina A inmovilizada. Cuando fue necesario, se realiz6 una purificacion
cromatografica adicional del producto en el sorbente ceramico de hidroxiapatita de tipo I. La calidad de los
anticuerpos resultantes se analiz6 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (en
presencia de dodecil sulfato sodico) en condiciones no reductoras (sin adicion de mercaptoetanol) y
reductoras (con adicién de mercaptoetanol) (Figuras 3-4).

Ejemplo 3. Produccién de construcciones genéticas para sintetizar antigenos. Generacion,
aislamiento y purificacion de antigenos

Para obtener diversos fragmentos del receptor AXL, se crearon varias construcciones genéticas que
codifican varios dominios AXL humanos o de cynomolgus. Los plasmidos de expresion para generar
proteinas antigénicas en células CHO se basan en vectores pEE o pIntA y comprenden secuencias de
nucleotidos que codifican los respectivos fragmentos de receptores AXL fusionados, para la conveniencia
de la purificacion posterior de las proteinas generadas, a la etiqueta His6 o a la etiqueta basada en la porcion
Fc del anticuerpo Igl. Las construcciones genéticas se produjeron mediante técnicas convencionales de
ingenieria genética.

Los datos sobre la secuencia de aminoacidos de la AXL humana se obtuvieron de la base de datos
NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ AAA61243.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RI
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D=SV8VAB28013). La secuencia de la porcion extracelular de AXL humana (417AA) esta representada
por SEQ ID NO: 23.

Se obtuvieron los siguientes antigenos:

ExcAXL - un fragmento de receptor AXL humano, que comprende todos los dominios
extracelulares AXL, fusionado a His-tag (SEQ ID NO: 24).

AXL-Igl - un fragmento de receptor AXL humano, que comprende la secuencia del dominio
extracelular 1 de tipo C2 similar a Ig de AXL, fusionado mediante un enlazador a IgG1 Fc (SEQ ID NO:
25).

AXL-Ig2 - un fragmento de receptor AXL humano, que comprende la secuencia del dominio
extracelular 2 de tipo C2 similar a Ig de AXL, fusionado mediante un enlazador a IgG1 Fc (SEQ ID NO:
26).

AXL-Igl-Ig2 - un fragmento de receptor AXL humano, que comprende las secuencias de los
dominios extracelulares 1 y 2 de tipo C2 similar a Ig de AXL, fusionados mediante un enlazador a IgG1 Fc
(SEQ ID NO: 27).

El gen que codifica la AXL del macaco Cynomolgus(Macaca fascicularis) se amplifico a partir de
un producto de ADNc¢ derivado del ARN del musculo liso del macaco Cynomolgus. A continuacion, se
determinod la secuencia del gen mediante secuenciacion. La secuencia de la porcion extracelular de AXL de
Cynomolgus obtenida de este modo se utilizd para crear una construccion de plasmido de expresion
respectiva.

cynoAXL - un fragmento del receptor AXL del macaco cynomolgus, que comprende secuencias
de todos los dominios extracelulares del receptor AXL del macaco, fusionado mediante un enlazador a las
etiquetas His6- y FLAG (SEQ ID NO: 28).

Las secuencias nucleotidicas de las construcciones plasmidicas resultantes se confirmaron
mediante secuenciacion del ADN. Los plasmidos resultantes se generaron en las cantidades deseadas en
células E.coli y se purificaron utilizando un kit de aislamiento de ADN plasmidico. A continuacion, los
plasmidos se utilizaron para producir transitoriamente proteinas en la linea celular CHO-K1-S.

Para generar antigenos en el sistema de expresion transitoria se utilizaron células de la linea CHO-
K1. Las células se cultivaron en matraces con deflectores en incubadoras-agitadores orbitales a +37 °C en
presencia de un 5% deCO; mientras se agitaban constantemente.

Para la expresion transitoria, se transfectd un cultivo celular a 1,8-2-10° células/ml utilizando
polietilenimina lineal. La relacion ADN/PEI era de 1:7. El séptimo dia de cultivo, la suspension celular se
clarificéd por centrifugacion y se filtrd a través de un filtro de 0,22 um.

Los antigenos que comprenden Fc-tag se purificaron de forma similar a los anticuerpos en un
sorbente de afinidad de proteina A (véase el ejemplo 2).

Los antigenos que contienen la etiqueta Fc se purificaron mediante cromatografia de afinidad en
un sorbente con proteina A inmovilizada. Los antigenos que contienen la etiqueta HIS6 se purificaron
mediante cromatografia de quelatos metalicos en un sorbente cargado con Ni. La calidad de los antigenos

resultantes se analizo mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante de gradiente 4-
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15% en condiciones no reductoras o reductoras. El andlisis de la calidad adecuada de los antigenos
obtenidos se confirmd mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante con gradiente
del 4-15% en condiciones no reductoras sin adicion de mercaptoetanol y en condiciones reductoras con
adicion de mercaptoetanol.

Ejemplo 4. Prueba para evaluar la union de anticuerpos anti-AXL a dominios AXL humanos
mediante ELISA.

Los antigenos (ExcAXL, AXL-Igl, AXL-Ig2, AXL-Igl-Ig2) se inmovilizaron en pocillos de una
placa de 96 pocillos de alta absorcion. Para ello, en los pocillos de la placa se introdujeron 100 pl de
solucion de antigeno a una concentracion de 1 pg/ml en PBS; la placa se incubd durante 16 horas a
temperatura ambiente.

A continuacion, se retir6 el liquido de los pocillos, se lavaron con 300 pl de solucion tampdn de
lavado (1x PBS pH 7,3-7,5, 0,05% Tween-20) y se afiadieron 300 ul/pocillo de solucion tampén de bloqueo
(1x PBS con 1% BSA). La placa se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente. Se volvio a eliminar el
liquido y se lavo la placa. A continuacion, se introdujeron en los pocillos de la placa 100 ul de anticuerpos
de prueba a una concentracion de 1 pg/ml en un tampoén de dilucion (1x PBS con 0,1% de BSA, 0,05% de
Tween-20). A continuacion, la placa se incub6 con anticuerpos en un agitador térmico durante 1 hora a 37
°C, 600 rpm. Tras la incubacion, se elimino el liquido, se lavo la placa y se afadieron 100 ul de anticuerpos
Fab-HRP antihumanos en un tampoén de dilucion. Después de la incubacion en un agitador térmico a 37 °C
y 600 rpm, la placa se lav6 durante una hora y se afiadieron 100 pl de sustrato de reaccion (0,083 mg/ml de
TMB, H,0O, al 0,02 %) en una solucion tampoén de acetato (0,05 M, pH 5,5) fue afiadido. La placa se incubo
a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. La reaccion se detuvo afiadiendo 50 pl deH>SO4 al 10% a
cada pocillo de la placa. Los valores de densidad 6ptica se midieron a una longitud de onda de 450 nm con
correccion a 540 nm mediante un lector de placas.

Los resultados de ELISA (Figura 5) muestran que el anticuerpo anti-AXL reproducido 10G5 se une
a fragmentos de AXL, que comprenden un dominio 1 del tipo C2 similar a Ig distinto de AXL (AXL-Igl)
0 dominios 1 de tipo C2 similar a Ig y dominio 1 de tipo C2 similar a Ig (AXL-Igl-Ig2), y a la porcion
extracelular completa de AXL (ExcAXL), pero no se une a fragmentos de AXL que comprenden un
dominio 2 del tipo C2 similar a Ig distinto de AXL (AXL-Ig2). Los anticuerpos anti-AXL 01 004 y
01_004_2 se unen a fragmentos de AXL, que comprenden un dominio 2 del tipo C2 similar a Ig distinto de
AXL (AXL-Ig2) o dominio 1 de tipo C2 similar a Ig y dominio 1 de tipo C2 similar a Ig (AXL-Igl-Ig2),y
a la porcion extracelular completa de AXL (ExcAXL) pero no se unen a fragmentos de AXL que
comprenden un dominio 1 de tipo C2 similar a Ig distinto (AXL-Igl).

Ejemplo 5. Prueba para determinar la actividad de bloqueo de los anticuerpos anti-AXL
utilizando una linea celular reportera.

En la prueba se utilizé una linea celular reportera derivada de células HEK293, que expresaba AXL
de forma estable en superficie y que comprendia un gen que codificaba la luciferasa de luciérnaga bajo el

control del promotor STAT3-STATS-API.
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El ensayo se realiz6 en una placa de cultivo de 96 pocillos disefiada para ensayos de luminiscencia.
La suspension contenia por pocillo 30.000 células de la linea celular reportera, anticuerpo de prueba a una
concentracion como la indicada en el grafico en presencia o ausencia de Gas6. El volumen final de la
suspension celular en un pocillo fue de 100 pl, todos los componentes de la suspension se prepararon en
medio DMEM libre de suero bovino fetal. Tras afiadir todos los componentes, la placa se incub6 durante
16 horas a 37°C, 5% de CO»; a continuacion, utilizando un kit de ensayo de luminiscencia, se midi6 la
intensidad de luminiscencia en los pocillos. La medicion se realizé con un lector de placas.

Los resultados del ensayo (Figura 6) muestran que el anticuerpo anti-AXL 01 004 induce la
supresion de la activacion de la sefializacion intracelular de AXL dependiente de GAS6.

Ejemplo 6. Prueba para evaluar la inhibicion de la fosforilacion de AXL dependiente de
GASeG.

La fosforilacion de AXL se evaludé mediante ELISA. Se introdujo una suspension de células H1299
en un volumen de 3 ml en una placa de fondo plano de 6 pocillos a una dosis de siembra de 1x10*
células/cm? en un medio de crecimiento completo (DMEM/F12, 2 mM L-glutamina, 10% FBS HI), la placa
se incub6 durante 24 horas a 37°C, 5%CO.. Tras la incubacion, se retird el medio de crecimiento de los
pocillos y se introdujo un medio libre de suero (DMEM/F12, 2 mM L-glutamina) a razén de 2 ml/pocillo;
los pocillos se incubaron durante toda la noche a 37°C, 5%CQ:. Tras la incubacion, se sustituy6 el medio
libre de suero por uno fresco a 2 ml/pocillo, se afiadieron 500 ml/pocillo de 01 004 o anticuerpo IgG1 de
control a una concentracion de 500 pg/ml en dos réplicas (se afiadié un volumen equivalente de medio libre
de suero a los pocillos sin anticuerpos), se incubaron los pocillos durante una hora a 37°C, 5%CO.. Tras la
incubacion, se afiadieron 500 pl de GAS6 a una de las réplicas de cada muestra a una concentracion de 3
pg/ml, 500 pl de medio libre de suero a la otra, las muestras se incubaron durante 30 minutos a 37°C,
5%CQO:;. Tras la incubacion, se retiro el medio de los pocillos de la placa y el monocapa celular se lavé dos
veces con PBS helado a 2 ml/pocillo, se introdujeron 300 ul/pocillo de un tampdn de lisado con inhibidores
de la fosfatasa y la proteasa, y la placa se incubd en hielo durante 45 minutos. La concentracion de proteina
total en las muestras se determin6 mediante el ensayo BCA siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
lisados celulares se almacenaron a -80°C.

A continuacion, se realizéo un ELISA utilizando un kit comercial, DuoSet IC ELISA intracelular
Human Phospho-Axl, (R&D Systems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Antes de
introducirlos en los pocillos de la placa experimental, los lisados celulares se diluyeron a una concentracion
de 300 pg/ml.

Los resultados del ensayo (Figura 7) muestran que el anticuerpo anti-AXL 01 004 induce la
supresion de la fosforilacion de AXL dependiente de GAS6.

Ejemplo 7. Ensayo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) utilizando
una linea celular reportera.

El ensayo utilizoé una linea celular reportera Jurkat-NFAT-Luc-CD16 creada a partir de la linea
celular Jurkat, que expresa CD16 de forma estable en la superficie y contiene un gen que codifica la

luciferasa de luciérnaga, bajo el control del promotor NFAT; la linea que expresa AXL, NCI-H1299, se
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utilizé como células diana. Las células Jurkat-NFAT-Luc-CD16 y NCI-H1299 se cultivaron a 37°C con un
5% deCO, en medio nutritivo RPMI-1640 suplementado con un 10% de suero bovino fetal.

El ensayo se realiz6 en una placa de cultivo de 96 pocillos disefiada para ensayos de luminiscencia.
Cada pocillo con suspension contenia 25.000 células efectoras Jurkat-NFAT-Luc-CD16, 25.000 células
diana NCI-H1299 que expresaban AXL, asi como anticuerpos de prueba a una concentracion segin se
indica en el grafico. El volumen final de la suspension de células y anticuerpos en un pocillo fue de 100 pl;
todos los componentes de la suspension se prepararon en medio RPMI-1640 con un 10% de FBS. Después
de afiadir todos los componentes, las placas se incubaron durante 16 horas a 37°C, 5%CO»; a continuacion,
utilizando un kit de ensayo de luminiscencia, se midi6 la intensidad de luminiscencia en los pocillos. La
medicion se realizé con un lector de placas.

Los resultados de las pruebas (Figura 8) muestran que los anticuerpos anti-AXL 01 004 y
01_004_2 tienen actividad ADCC.

Ejemplo 8. Ensayo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) utilizando
PBMC.

Las PBMC se aislaron de sangre total de donantes sanos mediante centrifugacion en gradiente de
densidad de Ficoll. Las células A549 se cultivaron a 37°C con un 5% deCO, en un medio nutritivo DMEM
suplementado con un 10% de suero bovino fetal.

El ensayo se realizd en una placa de cultivo de 96 pocillos. La suspension contenia por pocillo
30.000 células diana A549 que expresaban AXL, 300.000 PBMC recién aisladas, asi como anticuerpos de
prueba a la concentracion especificada. El volumen final de la suspension celular en un pocillo era de 150
ml; todos los componentes se prepararon en medio RPMI-1640 con un 10% de suero bovino fetal. La placa
se incub6 durante 16 horas a 37°C con un 5% de CO,. Al final de la incubacion, a los pocillos de control
que s6lo contenian células diana se afadié solucion de lisis 10x (CytoTox96® Non-Radio Cytotoxicity
Assay, Promega) a concentracion 1x, la placa se incub6 a 37°C en un incubador de CO; durante 30 minutos.
El sobrenadante de todos los pocillos se transfirié a una placa en forma de V, se centrifugd a 300 g y se
tomaron 50 pl de sobrenadante de cada pocillo en nuevas placas. Se mezclaron el tampon de ensayo y la
mezcla de sustrato (kit CytoTox96® Non-Radio Cytotoxicity Assay) y se afladieron 15 pl a los pocillos
que contenian sobrenadante. Las placas se incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante un
maximo de 30 minutos. Se afadieron 15 ml de soluciéon de parada (CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay kit, Promega) a cada pocillo. La densidad optica se midio a una longitud de onda de
490 nm utilizando un lector de placas.

Los resultados del ensayo (Figura 9) muestran que los anticuerpos anti-AXL 01 _004 y 01 _004 2
tienen actividad ADCC.

Ejemplo 9. Ensayo para determinar la fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP)
utilizando una linea celular reportera.

En el ensayo se utilizo la linea celular reportera Jurkat-NFAT-Luc-CD64 creada a partir de la linea
celular Jurkat, que expresa CD64 de forma estable en superficie y contiene un gen que codifica la luciferasa

de luciérnaga, bajo el control del promotor NFAT; como células diana se utilizo la linea celular A549. Las
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células Jurkat-NFAT-Luc-CD64 y A549 se cultivaron a 37°C con un 5% deCO, en un medio de crecimiento
apropiado suplementado con un 10% de suero bovino fetal, las células Jurkat-NFAT-Luc-CD64 se
cultivaron en medio RPMI-1640, las células A549 se cultivaron en medio DMEM.

El ensayo se realiz6 en una placa de cultivo de 96 pocillos disefiada para ensayos de luminiscencia.
La suspension contenia por pocillo 30.000 células de la linea reportera Jurkat-NFAT-Luc-CD64 y 30.000
células diana A549, asi como anticuerpos de prueba a la concentracion especificada. El volumen final de
suspension por pocillo fue de 100 pl, todos los componentes de la suspension se prepararon en medio
RPMI-1640 que contenia un 10% de suero bovino fetal. Tras afiadir todos los componentes, la suspension
se incubd durante 16 horas a 37°C, 5% CO; a continuacion, utilizando un kit comercial de ensayo de
luminiscencia, se midio la intensidad de la luciferasa en los pocillos. La medicion se realizé con un lector
de placas.

Los resultados del ensayo (Figura 10) muestran que los anticuerpos anti-AXL 01 _004 y 01 _004 2
inducen la activacion de la sefializacion NFAT dependiente de CD64 que media la ADCP.

Ejemplo 10. Ensayo de wuniéon anticuerpo-antigeno anti-AXL mediante ensayo
inmunoenzimatico (ELISA).

Los antigenos (human_AXL y cynoAXL) se inmovilizaron en pocillos de una placa de 96 pocillos
de alta absorcion. Para ello, se introdujeron en los pocillos de la placa 100 ul de solucion de antigeno a una
concentracion de 1 ug/ml en tampon carbonato (0,1M NaHCOs, pH 9,5); la placa se incubo durante 16
horas a temperatura ambiente.

A continuacidn, se retir6 el liquido de los pocillos, se lavaron con 300 pl de solucion tampén de
lavado (1x PBS pH 7,3-7,5, 0,05% Tween-20) y se anadieron 300 pl/pocillo de soluciéon tampon de bloqueo
(1x PBS con 1% BSA). La placa se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente. Se volvio a eliminar el
liquido y se lavo la placa. A continuacion, se afiadieron a los pocillos de la placa 100 pl del anticuerpo
01 004 2, a una concentracion como la indicada en el grafico, en tamp6n de dilucion (1x PBS con 0,1%
de BSA, 0,05% de Tween-20). A continuacion, la placa se incub6 con anticuerpos en un agitador térmico
durante 1 hora a 37 °C, 600 rpm. Tras la incubacion, se eliminoé el liquido, se lavo la placa y se afiadieron
100 pl de anticuerpos Fab-HRP antihumanos en un tampén de dilucion. Después de la incubacioén en un
agitador térmico a 37 °C y 600 rpm, la placa se lavo durante una hora y se afiadieron 100 ul de sustrato de
reaccion (0,083 mg/ml de TMB, H,O» al 0,02 %) en una solucion tampén de acetato (0,05 M, pH 5,5) fue
afiadido. La placa se incubd a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. La reaccion se detuvo
afnadiendo 50 ul deH,SO4 al 10% a cada pocillo de la placa. Los valores de densidad doptica se midieron a
una longitud de onda de 450 nm con correccion a 540 nm mediante un lector de placas.

Los resultados del ensayo (Figura 11) muestran que el anticuerpo anti-AXL 01 004 2 se une a la
AXL humana y a la AXL de cynomolgus.

Ejemplo 11. Determinacion de la estabilidad de agregacion de anticuerpos anti-AXL tras

estrés térmico.

33



La estabilidad de agregacion de los anticuerpos anti-AXL se comprobd mediante estrés térmico
(50°C, 48 h). La proporcion de mondmero en las muestras antes y después del estrés térmico se determino
mediante HPLC de exclusion por tamatfio.

Las muestras de ensayo se termostatizaron a 50°C durante 72 horas. Tras el calentamiento, las
muestras intactas y estresadas, clarificadas por centrifugacion, se transfirieron para su analisis por HPLC
de exclusion por tamafio (HPLC SEC) con detector UV y por el método de enfoque isoeléctrico capilar. La
cromatografia se realizé en un sistema HPLC Agilent 1100 con una columna TSK-Gel G3000SWXL de

Tosoh; la deteccion se realizo a una longitud de onda de 280 nm.

Tabla 2. Estabilidad de agregacion de los anticuerpos anti-AXL

Contenido de monomero antes del | Contenido de monomero tras el
Anticuerpo

estrés térmico, %=+SD estrés térmico, %=SD
01 004 98,17+0,06 97,9+0,1
01 _004 2 97,3+0,7 94,6+0,4

Conclusion: los anticuerpos contra AXL segun la invencion tienen una alta estabilidad de
agregacion.

Ejemplo 12. Determinacion de la estabilidad fisicoquimica de anticuerpos anti-AXL en suero
sanguineo humano

Se realizd6 un estudio comparativo de la estabilidad de los anticuerpos anti-AXL 01 004 y
01 004 _2 en suero sanguineo humano y de raton. Se obtuvo suero sanguineo combinado de 7 donantes
sanos y 7 ratones exogamicos sanos, mezclados en proporciones iguales por volumen. Los anticuerpos de
prueba se afiadieron al suero con mertiolato sddico al 0,1% hasta una concentracion de 25 pg/ml y se
incubaron durante 14 dias a una temperatura de 37°C. A continuacion, se determind la concentracion de
anticuerpos anti-AXL mediante enzimoinmunoandlisis en suero humano y de ratén antes y después de la
incubacion durante 14 dias a 37°C, y se calcul6 el % de estabilidad. Los resultados se muestran en la Tabla

3.

Tabla 3. Datos de estabilidad de los anticuerpos anti-AXL.

Estabilidad, %.

Anticuerpo suero humano suero de raton
01 004 2 100 72
01_004 89 61

La concentracion detectable del anticuerpo anti-AXL tras su almacenamiento en suero humano a
+37°C durante 14 dias a una concentracion de 25 pg/ml corresponde a una alta estabilidad. Se considera

que la estabilidad normal de los anticuerpos monoclonales en el suero humano es del 60%.
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Ejemplo 13. Determinacién de las constantes de union del anticuerpo 01_004 a diversos
antigenos.

Las constantes de unién del anticuerpo 01 004 a varios antigenos se determinaron mediante SPR
(resonancia de plasmoén de superficie) utilizando Biacore 8K (Cytiva). El antigeno de prueba se inmovilizo
en el Sensor Chip CMS5 (Cytiva), seguido de un analisis de su unién al anticuerpo anti-AXL 01 004 en PBS
0,02% Tween-20 pH 7,4. Los datos de las mediciones se procesaron con el software Biacore Insight
Evaluation (Cytiva).

Los valores medios de las constantes de equilibrio de unién se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Constantes de equilibrio de unién del anticuerpo 01 004 a varios antigenos

Resultados KD (M)
1 AXL humano 4,30E-11
2 cynomolgus (Macaca fascicularis) AXL 5,28E-11
3 rhesus (Macaca mulatta) AXL 1,05E-10
4 raton (Mus musculus) AXL no se ha detectado ninguna union
5 rata (Rattus norvegicus) AXL no se ha detectado ninguna union
6 conejo (Oryctolagus cuniculus) AXL 2,40E-7
7 TYRO3 no se ha detectado ninguna union
8 MERTK no se ha detectado ninguna union

Conclusion: el anticuerpo contra AXL segun la invencidn se une especificamente al antigeno AXL
humano, asi como al antigeno AXL de mono, pero no se une a otros antigenos probados estrechamente
relacionados.

Ejemplo 14. Determinacion de la actividad antitumoral de productos anti-AXL utilizando un
modelo de xenoinjerto subcutaneo

La actividad antitumoral de los productos se midi6 utilizando un modelo de xenoinjerto tumoral
subcutaneo. Para ello, se transplantaron por via subcutanea ratones BALB/c Nude hembra con 5x10° células
tumorales de la linea A549 mezcladas con Matrigel® en proporcion 1:1. Tras alcanzar un volumen tumoral
medio de 95,6:1 mm’, los ratones se dividieron en 3 grupos de 9 ratones cada uno, de modo que los
volumenes tumorales medios entre los grupos fueran comparables.

01-004, 01-004_2 se administraron por via intraperitoneal a una dosis de 20 mg/kg dos veces por
semana durante 4 semanas. El grupo de control negativo se inyect6d con una solucion tampon de productos
anti-AXL de modo similar.

Durante el experimento, se determinaron las dimensiones lineales del tumor. El volumen tumoral
se calculdo mediante la formula V=LxWxHxn/6, donde L y W son los diametros grande y pequefio del
tumor, respectivamente, y H es la altura del tumor.

La eficacia del producto de ensayo se midido mediante el indice de inhibicion del crecimiento

tumoral (ICT) calculado segtn la siguiente formula:
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ICT (%) = (V-Vp)/Vex100,

donde V .y V , son los volumenes tumorales medios en el grupo de control negativo y en el grupo
de animales que reciben el producto de ensayo, respectivamente. Cuanto mayor sea el valor del indice, mas
pronunciado sera el efecto antitumoral.

El dia 32 del experimento, se practicé la eutanasia a los animales, se extrajeron los tumores y se
pesaron utilizando balanzas analiticas.

La figura 12 muestra la dinamica del volumen tumoral.

En el momento del inicio de la administraciéon del producto, el volumen tumoral no diferia
significativamente entre los grupos. En el grupo de animales que recibieron el producto 01 004 2, el dia
25 del experimento, el volumen tumoral era significativamente menor que en el grupo de control. En el
caso de la administracion repetida del producto 01 004, el volumen tumoral fue significativamente inferior
al del grupo de control desde el dia 21 hasta el dia 32 del experimento.

El indice ICT en el dia 32 del experimento fue el siguiente 35% para el grupo de productos
01 004 2, 43% para el grupo de productos 01 _004.

La tabla 5 muestra los valores medios de las masas tumorales al final del experimento.

Tabla 5. Masas tumorales el dia 32 del experimento

Producto Masa, media (mg)
01 004 2 349
01_004 326
Placebo 624

Hubo una tendencia a la disminucion de este pardmetro en los grupos experimentales en
comparacion con el control.

Ejemplo 15. Determinacion de la toxicidad y del efecto irritante local de los productos anti-
AXL en caso de administracion intravenosa repetida a monos cynomolgus (Macaca fascicularis)
durante 4 semanas.

Se midio la toxicidad y el efecto irritante local en monos cynomolgus. Los productos 01 004 2y
01 004 se administraron por via intravenosa a una dosis de 20 mg/kg una vez a la semana durante 4
semanas.

En el transcurso del experimento, se controlo el peso corporal, la actividad motora, las reacciones
vegetativas, el estado del pelaje, los cambios oculares (estado de la fisura palpebral/conjuntiva/esclerotica),
el estado de las mucosas de las cavidades oral y nasal, los parametros de las heces, el apetito, los parametros
de la respiracion, el estado funcional del sistema excretor; se analizo la composicion celular de la sangre
periférica, se evalud el estado del sistema de coagulacion, la funcion proteinica, de los hidratos de carbono
y enzimatica del higado (parametros bioquimicos del suero sanguineo: actividad de las enzimas indicadoras,

bilirrubina total, colesterol, proteinas totales, triglicéridos, glucosa), estado del sistema urinario segin los
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resultados de los analisis bioquimicos del suero animal (segun el nivel de urea, creatinina, iones de sodio y
potasio y los resultados de los andlisis de orina), realizamos un examen patomorfologico de los o6rganos
internos. El efecto irritante local se evalud segin el examen visual y el estudio histoldgico del lugar de
administracion de los productos y de los ganglios linfaticos drenantes.

Los resultados del experimento mostraron que la administracion de los productos 01 004 2 y
01 004 fue bien tolerada por los animales. Durante todo el periodo de observacion, no se observaron
cambios en las reacciones vegetativas, el estado del pelaje, los ojos (conjuntiva, esclerdtica, lagrimeo,
secrecion), las mucosas de las cavidades nasal y oral; las heces, la respiracion, la disminucion de los
parametros del apetito y en el comportamiento de los animales.

Los productos 01_004 2y 01 004 no tuvieron ningtin efecto sobre el peso corporal, el sistema de
coagulacion, los parametros hematologicos, las proteinas, los hidratos de carbono y las funciones
enzimaticas hepaticas, asi como sobre el sistema urinario de los monos cynomolgus.

Los resultados de los examenes patomorfoldgicos no muestran anomalias en la estructura de los
organos y tejidos de los animales de experimentacion asociadas a la administracion de los productos de
ensayo.

Tras la administracion intravenosa repetida durante 4 semanas a una dosis de 20 mg/kg, los
productos 01 _004 2 y 01 004 no tuvieron un efecto irritante local.

Los datos resultantes muestran que, tras la administracion intravenosa repetida durante 4 semanas,
a una dosis de 20 mg/kg los productos 01 _004 2 y 01 004 no tuvieron ningun efecto sobre los principales
organos y sistemas organicos de los monos cynomolgus(Macaca fascicularis).

Ejemplo 16. Determinacion de la farmacocinética de productos anti-AXL tras su
administracion intravenosa repetida a monos cynomolgus (Macaca fascicularis)

Este estudio se realizd como parte del andlisis de la toxicidad de los productos anti-AXL en
primates (véase el ejemplo 15).

Para evaluar los parametros farmacocinéticos, se recogié sangre de todos los animales
inmediatamente antes de la primera administraciéon del producto 01 004 2 o del producto 01 004
(antecedentes), y después en los puntos temporales de 0, 25, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 120 168 h después de la
primera administracion del producto 01 004 2 o 01 004, asi como inmediatamente antes de la 4ta.
administracion del producto (504 horas) y en los momentos 504, 25, 506, 508, 512, 528, 552, 576, 624, 672
h después de la 4ta. administracion del producto.

La concentracion de anticuerpos en el suero sanguineo se midié mediante enzimoinmunoanalisis
en fase solida (ELISA) utilizando peroxidasa de rabano picante como enzima indicadora. Para determinar
la concentracion de anticuerpos anti-AXL en las muestras, se utilizaron soluciones de los anticuerpos anti-
AXL correspondientes con una concentracion conocida para construir una curva de calibracion.

La figura 13 muestra las curvas medias de los cambios en las concentraciones de los anticuerpos
01 _004 2y 01 004 a lo largo del tiempo en el suero sanguineo de los monos. Los resultados mostraron

que tras la administracion intravenosa repetida de productos de anticuerpos anti-AXL a una dosis de 20
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mg/kg, los valores medios de los parametros PK son tipicos de los anticuerpos monoclonales terapéuticos.

Ademas, los datos resultantes muestran la presencia de acumulacion de anticuerpos de prueba.
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