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DESCRIPCION
Inmunoconjugados dirigidos a CD138 y usos de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a productos inmunoconjugados capaces de dirigirse a células que expresan CD138,
composiciones que comprenden los productos inmunoconjugados y métodos que los emplean.

Antecedentes

CD138, que actia como un receptor para la matriz extracelular, es expresado en exceso en células de mieloma
multiple (MM) y se ha demostrado que influyen en el desarrollo y/o la proliferacién de células de MM. CD138 también
se expresa en células de carcinoma de ovario, carcinoma de rifién, carcinoma de la vesicula biliar, carcinoma de
mama, cancer de prostata, cancer de pulmon, células de carcinoma de colon y células de linfomas de Hodgkin y no
Hodgkin, leucemia linfocitica crénica (CLL), por nombrar solo algunos.

Tassone et al. (2004) han informado de la excelente union del anticuerpo IgG1 murino B-B4 al antigeno CD138
expresado sobre la superficie de las células de MM. Tassone también informé de una alta actividad citotoxica del
producto inmunoconjugado B-B4-DM1, que comprende maitansinoide DM1 como molécula efectora, contra células
de mieloma multiple (véase también la Publ. de Patente de los Estados Unidos 20070183971).

Si bien Tassone et al. han contribuido a proporcionar un tratamiento eficaz del MM y una composicion de materia
que se puede emplear en tal tratamiento, sigue habiendo una serie de necesidades en la técnica.

Sigue habiendo una necesidad de productos inmunoconjugados basados en B-B4 que carezcan de ciertas
propiedades y/o funciones asociadas con B-B4. Existe, en particular, una necesidad de un anticuerpo quimerizados
basados en B-B4 que se unan a CD138 tan eficazmente como B-B4 pero se puedan administrar a los seres
humanos sin efectos secundarios significativos. También existe una necesidad de tal producto inmunoconjugado
basado en B-B4 que muestre una o mas propiedades ventajosas con respecto a su contraparte murina. Estas
propiedades incluyen la mejora de la union al antigeno, la mejora de la muerte de las células tumorales que
comprenden, en particular, células tumorales que expresan CD138 y células accesorias a estas o union mas
homogénea a la diana.

Compendio de la invencion

La presente invencion se refiere a un producto inmunoconjugado capaz de dirigirse a células que expresan CD138
que comprende:

1. (a) un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente contra CD138 que comprende:
1. (i) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una regién variable que comprende los
residuos de aminoacido 31 a 35 (CDR1), 51 a 68 (CDR2) y 99 a 111 (CDR3) del SEQ ID NO: 1,y
2. (ii) una cadena ligera que comprende una region variable que comprende los residuos de
aminoacido 24 a 34 (CDR1), 50 a 56 (CDR2) y 89 a 97 (CDR3) del SEQ ID NO: 2,y
2. (b) una molécula efectora para inducir muerte celular,

en donde una region constante de dicha cadena pesada de inmunoglobulina es una region constante de isotipo
IgG4.

La presente invencion también proporciona un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 para su uso en el tratamiento del mieloma multiple en un sujeto.

Ademas, la presente invencion proporciona un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 para su uso en el tratamiento del carcinoma de vejiga de células transicionales en un sujeto.

La presente invencion proporciona adicionalmente un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7 para su uso como medicamento.

También adicionalmente la presente invenciéon proporciona un producto inmunoconjugado de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en la inhibicion, el retraso y/o la prevencion del crecimiento de
un tumor que comprende células tumorales CD138 y/o la propagacion de las células tumorales en tal tumor en un
paciente.

Por otra parte, la presente invencién proporciona un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de
2
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las reivindicaciones 1 a 7, para inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de un tumor y/o la propagacion de las
células tumorales malignas que comprenden células que expresan CD138 en un paciente, en donde el paciente ha
sido tratado con uno o mas agentes citotdxicos y/o radiacion en una cantidad para reducir la carga tumoral.

La presente invencion también proporciona un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene una afeccién que se podria beneficiar de
la supresion de la supervivencia de la células de mieloma, en donde el producto inmunoconjugado es capaz de
disminuir selectivamente la supervivencia o el crecimiento de dichas células de mieloma de dicho sujeto.

Ademas, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende el producto
inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables, en donde la composiciéon es adecuada para la inhibicién, el retraso y/o la prevencién del crecimiento de
tumores y/o la propagacion de células tumorales.

Adicionalmente la presente invencién proporciona un kit que comprende, en recipientes separados, composiciones
farmacéuticas para su uso combinado para inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de tumores y/o la propagacion
de células tumorales, en donde un recipiente comprende una cantidad eficaz de la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 16, y en donde, un recipiente separado comprende una segunda composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de un agentes adicional, preferiblemente un agente citotdxico, para la inhibicion, el
retraso y/o la prevencion del crecimiento de tumores y/o la propagacion de células tumorales, y uno o mas
excipientes farmacéuticamente aceptables,

preferiblemente en donde dicho agente en dicha segunda composicién farmacéutica se selecciona del grupo que
consiste en melfalan, vincristina, doxorrubicina, dexametasona, ciclofosfamida, etopdsido, citarabina, cisplatino,
talidomida, prednisona, bortezomib, lenalidomida, sorafenib, romidepsina y combinaciones de los mismos o esta
basado en anticuerpos.

También adicionalmente, la presente invencién proporciona un producto inmunoconjugado de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la fabricacion de un medicamento para inhibir, retrasar y/o prevenir el
crecimiento de un tumor que comprende células tumorales CD138 y/o la propagacion de células tumorales de tal
tumor en un paciente.

El anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente de la presente invencion puede

(i) consistir esencialmente en la region de union a antigeno (ABR) contra CD138 de un anticuerpo no
humano, o

(li) comprender una regiéon de union a antigeno (ABR) contra CD138, en donde dicha region de unién a
antigeno es de un anticuerpo no humano, y

una region de anticuerpo adicional, en donde al menos parte de dicha regidon de anticuerpo adicional es de un
anticuerpo humano.

La ABR de la descripcion puede comprender:

(a) la CDRS3 de la region variable de la cadena pesada que comprende los residuos de aminoacidos 99-111
del SEQID NO: 1,y

(b) la CDR3 de la region variable de la cadena ligera que comprende los residuos de aminoacidos 89 a 97
del SEQ ID NO: 2, respectivamente.

La ABR puede comprender adicionalmente:

(a) las CDR1 y CDR2 de la region variable de la cadena pesada que comprenden los residuos de
aminoacidos 31 a 35y el 51 a 68 del SEQ ID NO: 1, y/o

(b) las CDR1 y CDR2 de la region variable de la cadena ligera que comprenden los residuos de
aminoacidos 24 a 34 y 50 a 56 del SEQ ID NO: 2, respectivamente.

La region de anticuerpo adicional puede comprender:

(a) los residuos de aminoacidos 123 a 448 del SEQ ID NO: 1, y/o
(b) los residuos de aminoacidos 108 a 214 del SEQ ID NO: 2, respectivamente y las mutaciones de los
mismos que
(i) mantienen o reducen la citotoxicidad dependiente de anticuerpos y/o la citotoxicidad dependiente del
complemento del anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente y/o
(ii) estabilizan el anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente.
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La molécula efectora puede estar anclada a dicho anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente a
través de un conector. El conector puede comprender un enlace disulfuro. La molécula efectora (p. €j., DM4) puede
proporcionar impedimento estérico entre el anticuerpo de direccionamiento y la molécula efectora. La molécula
efectora puede ser al menos un maitansinoide (p. ej., DM1, DM3, o DM4) taxano o un CC1065, o un analogo del
mismo.

El producto inmunoconjugado puede unirse a CD138 con una variacion de la orientacion de menos de 150%, 140%,
130%, 120%, 110%, 100%, 90%, 80%, 70%, 60% o 50%.

La presente invencion también esta dirigida a un producto inmunoconjugado que comprende:
un agente de direccién de direccionamiento CD138 que comprende
un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de
inmunoglobulina o una porciéon de la misma, en donde dicha cadena pesada de inmunoglobulina o una
porcion de la misma tiene al menos 70% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 1. Una region
constante de dicha cadena pesada de inmunoglobulina o dicha porcién de la misma puede ser una region
constante de isotipo IgG4.

La presente descripcion invencion también se dirige a un método de tratamiento de MM en un sujeto, que
comprende:
proporcionar uno o mas de los productos inmunoconjugados especificados en la presente memoria, y
administrar a dicho sujeto dicho producto inmunoconjugado en una cantidad eficaz para tratar el mieloma
multiple.

El agente de direccionamiento del producto inmunoconjugado de la descripcion puede comprender una secuencia
de cadena ligera que tiene al menos aproximadamente 70% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 2. El
agente de direccionamiento del producto inmunoconjugado de la descripcion puede comprender también una
secuencia de la cadena pesada que tiene al menos aproximadamente 70% de identidad de secuencia con el SEQ ID
NO: 1.

La presente invencion también esta dirigida a un método para la administracion de farmacos mediada por productos
inmunoconjugados que comprende:
proporcionar uno o mas de los productos inmunoconjugados especificados en la presente memoria, y
administrar dicho producto inmunoconjugado en una cantidad terapéuticamente eficaz, en donde dicho
isotipo 1IgG4 alivia la ADCC, la citotoxicidad dependiente del complemento y/o el direccionamiento mediado
por Fc del FcR hepatico.

La presente invencion también esta dirigida a un método para inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de células
tumorales en un cultivo celular que comprende

administrar a dicho cultivo celular una cantidad eficaz para inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de células
tumorales de uno o mas de los productos inmunoconjugados especificados en la presente memoria. La cantidad
eficaz puede inducir la muerte celular o detencion del ciclo celular continuo en células tumorales que expresan
CD138 y, opcionalmente, células auxiliares que no expresan CD138, en particular, las células del estroma del tumor.
Las células en dicho cultivo celular se pueden obtener de un paciente de cancer y, después de la administracion de
dicha cantidad eficaz de dicho producto inmunoconjugado, las células de dicho cultivo celular pueden ser
reimplantadas en dicho paciente de cancer.

La presente descripcion también esta dirigida a un método para inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de un
tumor que comprende células tumorales CD138 y/o la propagacion de las células tumorales de tal tumor en un
paciente que lo necesite, que comprende

administrar a dicho paciente al menos uno o mas de los productos inmunoconjugados especificados anteriormente
en una cantidad para inhibir o reducir el crecimiento de dicho tumor y/o la propagacion de dichas células tumorales,
en donde dicho producto inmunoconjugado inhibe, retrasa o previene el crecimiento y/o la propagacion de dichas
células tumorales.

La molécula efectora de dicho producto o dichos productos inmunoconjugados puede ser una toxina, una enzima
citotoxico, un farmaco citotéxico bajo peso molecular, un agente formador de poros, un modificador de la respuesta
bioldgica, enzima activadora de profarmacos, un anticuerpo, una citoquina o un radionuclido.

Los productos inmunoconjugados de la presente invencion pueden administrarse en una dosis Unica de 5 mg/m2 a
aproximadamente 300 mg/mz, opcionalmente intervalos horarios, diarios, semanales o combinaciones de los
mismos.

Los regimenes de dosis mlltiples que incluyen, regimenes horarios, diarios y semanales son parte de la presente
invencion e incluyen, en particular, la administracién a intervalos de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
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19, 20, 21, 22, 23 horas, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 dias, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 semanas.

La presente invencion también esta dirigida a un método para inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de un tumor
y/o la propagacion de células tumorales malignas en un paciente que lo necesite, que comprende

(a) administrar a dicho paciente una o mas agentes y/o la radiacion citotoxicos en una cantidad eficaz para
reducir la carga tumoral; y

(b) administrar a dicho paciente al menos uno de los productos inmunoconjugados especificados en la
presente memoria en una cantidad para inhibir, retrasar o reducir el crecimiento de un tumor y/o la
propagacion de células tumorales,

en donde dicho producto inmunoconjugado inhibe, retrasa o previene el crecimiento y/o la propagacion de las
células tumorales que comprenden células que expresan CD138.

El agente citotoxico puede, en particular, ser mefalan, doxorrubicina, vincristina, dexametasona, ciclofosfamida,
etopodsido, citarabina, cisplatino, la talidomida, prednisona, talidomida, bortezomib, lenalidomida, sorafenib,
romidepsina o combinaciones de los mismos, o puede estar basado en anticuerpos.

La presente descripcion también esta dirigida a un método para tratar un sujeto que tiene una afeccion que se
beneficiaria de la supresion de la supervivencia de las células de mieloma, comprendiendo el método:

(a) proporcionar al menos uno de cualquiera de los productos inmunoconjugados especificados en la
presente memoria, y

(b) administrar el producto inmunoconjugado al sujeto para disminuir selectivamente la supervivencia o el
crecimiento de dichas células de mieloma de dicho sujeto.

La presente invencion también esta dirigida a una composicion farmacéutica que comprende cualquiera de los
productos inmunoconjugados especificados en la presente memoria para la inhibicion, el retraso y/o la prevencion
del crecimiento de tumores y/o propagacion de células tumorales, y uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables.

La composicion farmacéutica puede incluir agentes citotoxicos como los especificados en la presente memoria.

La presente invencion también esta dirigida a un kit que comprende, en recipientes separados, composiciones
farmacéuticas para su uso combinado para inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de tumores y/o la propagacion
de células tumorales, en donde un recipiente comprende una cantidad eficaz de la composicién farmacéutica
anterior, y en donde un recipiente separado comprende una segunda composicién farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de un agente, preferiblemente un agente citotdxico, para la inhibicion, retraso y/o la prevencion del
crecimiento de tumores y/o la propagacion de células tumorales, y uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables.

La presente invencion también esta dirigida a un método para inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de un tumor
que comprende células tumorales CD138 y/o la propagacion de las células tumorales de tal tumor en un sujeto que
lo necesite, que comprende

(a) proporcionar un producto inmunoconjugado que comprende:

un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente contra CD138 anclado a una molécula
efectora a través de un conector escindible, en donde dicha molécula efectora experimenta
impedimento estérico, y

(b) administrar a dicho sujeto el producto inmunoconjugado de (a) en una cantidad para inhibir, retrasar
y/o prevenir el crecimiento de dicho tumor y/o la propagacion de dichas células tumorales, en donde
dicho producto inmunoconjugado de (a) proporciona una actividad inhibidora del crecimiento tumoral
que excede a la de su contraparte sin impedimento en aproximadamente 10%, aproximadamente 20%,
aproximadamente 30%, aproximadamente 40% o mas.

La actividad inhibidora del crecimiento tumoral de una contraparte sin impedimento que comprende un conector no
escindible puede exceder la actividad inhibidora del crecimiento tumoral de su contraparte sin impedimento que
comprende un conector escindible, tal como en al menos aproximadamente 5%, al menos aproximadamente 10%,
hasta aproximadamente 15%.

Dicho anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente contra CD138 puede consistir esencialmente en la
region de unién a antigeno contra CD138 de un anticuerpo no humano o puede comprender una region de unién a
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antigeno contra CD138 de un anticuerpo no humano y una regién de anticuerpo adicional, en donde al menos parte
de dicha region adicional de anticuerpo es de un anticuerpo humano.

Dicho conector escindible puede comprender un enlace disulfuro. La molécula efectora puede ser DM4. El producto
inmunoconjugado puede ser parte de una composicion farmacéutica y se puede administrar al sujeto en al menos
una dosis en una cantidad de aproximadamente 5 mg/m2 a aproximadamente 300 mg/mz.

La presente invencion proporciona un producto inmunoconjugado para su uso como medicamento en donde el
producto inmunoconjugado comprende:

(a) un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente
(i) que consiste esencialmente en la regiéon de unién a antigeno contra CD138 de un anticuerpo no
humano, o
(ii) que comprende una regién de unién a antigeno contra CD138, en donde dicha regién de unién a
antigeno es de un anticuerpo no humano, una regién de anticuerpo adicional, en donde al menos parte
de dicha region de anticuerpo adicional es de un anticuerpo humano, y

(b) una molécula efectora,

en donde dicho producto inmunoconjugado se une homogéneamente a CD138.

La presente invencion proporciona un producto inmunoconjugado adicional para su uso como medicamento que
comprende:
un agente de direccionamiento que se dirige a CD138 que comprende
un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de
inmunoglobulina o una porciéon de la misma, en donde dicha cadena pesada de inmunoglobulina o una
porcién de la misma tiene al menos 70% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 1.

En particular, en un aspecto de la descripcion, el producto inmunoconjugado del parrafo anterior es para uso en el
tratamiento del mieloma multiple. En particular, el producto inmunoconjugado se puede utilizar para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento del mieloma multiple.

La presente invencion proporciona adicionalmente un producto inmunoconjugado para su uso en la liberacion de
farmacos mediada por productos inmunoconjugados a un paciente, en particular para el alivio de la ADCC, la
citotoxicidad dependiente del complemento y/o el direccionamiento mediado por Fc de FcR hepatico, en donde el
producto inmunoconjugado comprende un agente de direccionamiento que se dirige a CD138 que comprende un
polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de inmunoglobulina o una
porcién de la misma, en donde dicha cadena pesada de inmunoglobulina o una porcién de la misma tiene al menos
70% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 1, y en donde una regién constante de dicha cadena pesada de
inmunoglobulina o una porcién de la misma es una regién constante de isotipo 1IgG4.

La presente descripcion también proporciona células tumorales para su uso en el tratamiento del cancer en un
paciente en donde las células tumorales han sido tratadas en cultivo celular con un producto inmunoconjugado que
comprende:

(a) un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente
(i) que consiste esencialmente de una region de unién a antigeno contra CD138 de un anticuerpo no
humano, o
(ii) que comprende una regién de unién a antigeno contra CD138, en donde dicha regién de unién a
antigeno es de un anticuerpo no humano, una regién de anticuerpo adicional, en donde al menos parte
de dicha regidén de anticuerpo adicional es de un anticuerpo humano, y

(b) una molécula efectora,

en donde dicho producto inmunoconjugado se une homogéneamente a CD138.

La presente invencién también proporciona células tumorales para su uso en el tratamiento del cancer en un
paciente en donde las células tumorales han sido tratadas en cultivo celular con un producto inmunoconjugado que
comprende:
un agente de direccionamiento que se dirige a CD138 que comprende
un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de
inmunoglobulina o una porcién de la misma, en donde dicha cadena pesada de inmunoglobulina o una
porcién de la misma tiene al menos 70% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 1.

La presente descripcion proporciona un producto inmunoconjugado para su uso en la inhibicion, el retraso y/o la
prevencion del crecimiento de un tumor que comprende células tumorales CD138 y/o la propagacion de las células
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tumorales de tal tumor en un paciente, en donde el producto inmunoconjugado comprende:

(a) un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente
(i) que consiste esencialmente en la regiéon de unién a antigeno contra CD138 de un anticuerpo no
humano, o
(ii) que comprende una regién de unién a antigeno contra CD138, en donde dicha regién de unién a
antigeno es de un anticuerpo no humano,

una region de anticuerpo adicional, en donde al menos parte de dicha regién de anticuerpo adicional es de
un anticuerpo humano, y

(b) una molécula efectora,
en donde dicho producto inmunoconjugado se une homogéneamente a CD138.

Alternativamente, la presente descripcion proporciona un producto inmunoconjugado para su uso en la inhibicion, el
retraso y/o la prevencion del crecimiento de un tumor que comprende células tumorales CD138 y/o la propagacion
de las células tumorales de tal tumor en un paciente, en donde el producto inmunoconjugado comprende:
un agente de direccionamiento que se dirige a CD138 que comprende un polipéptido aislado que
comprende una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de inmunoglobulina o una porcién de la
misma, en donde dicha cadena pesada de inmunoglobulina o una porcién de la misma tiene al menos 70%
de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 1.

También adicionalmente, la presente invenciéon proporciona un medicamento que comprende un producto
inmunoconjugado y uno o mas medicamentos contra el cancer en forma de una preparacion combinada para uso
simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de células tumorales que comprende células que expresan
CD138, en donde el producto inmunoconjugado comprende:

(a) un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente
(i) que consiste esencialmente de una region de unién a antigeno contra CD138 de un anticuerpo no
humano, o
(ii) que comprende una regién de unién a antigeno contra CD138, en donde dicha regién de unién a
antigeno es de un anticuerpo no humano,

una region de anticuerpo adicional, en donde al menos parte de dicha regidon de anticuerpo adicional es de un
anticuerpo humano, y

(b) una molécula efectora,

en donde dicho producto inmunoconjugado se une homogéneamente a CD138,
y en donde el uno o mas medicamentos contra el cancer son capaces de reducir la carga tumoral.

Alternativamente, la presente descripcion proporciona un medicamento que comprende un producto
inmunoconjugado y uno o mas medicamentos contra el cancer en forma de una preparacion combinada para uso
simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de células tumorales que comprende células que expresan
CD138, en donde el producto inmunoconjugado comprende:
un agente de direccionamiento que se dirige a CD138 que comprende
un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de
inmunoglobulina o una porcidon de la misma, en donde dicha cadena pesada de inmunoglobulina o una
porcion de la misma tiene al menos 70% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 1,
y en donde uno o mas medicamentos para el cancer son capaces de la reduccion de la carga tumoral.

En un aspecto adicional del uso de los dos parrafos anteriores la preparaciéon combinada es para ser administrada a
un paciente que ha sido tratado con radiacion.

En un aspecto alternativo la presente invencion proporciona el uso de un producto inmunoconjugado para la
fabricaciéon de un medicamento para tratar células tumorales en un paciente, que comprende células que expresan
CD138, en donde el producto inmunoconjugado comprende:

(a) un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente
(i) que consiste esencialmente de una region de unién a antigeno contra CD138 de un anticuerpo no
humano, o
(ii) que comprende una regién de unién a antigeno contra CD138, en donde dicha regién de unién a
antigeno es de un anticuerpo no humano,
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una region de anticuerpo adicional, en donde al menos parte de dicha regién de anticuerpo adicional es de
un anticuerpo humano, y

(b) una molécula efectora,
en donde dicho producto inmunoconjugado se une homogéneamente a CD138,
y en donde el medicamento es para ser administrada a un paciente tratado con radiaciéon para reducir la carga
tumoral.

También adicionalmente, la presente invencion proporciona el uso de un producto inmunoconjugado para la
fabricaciéon de un medicamento para tratar células tumorales en un paciente que comprende células que expresan
CD 138, en donde el producto inmunoconjugado comprende:
un agente de direccionamiento que se dirige a CD138 que comprende
un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de
inmunoglobulina o una porcidon de la misma, en donde dicha cadena pesada de inmunoglobulina o una
porcion de la misma tiene al menos 70% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 1,
y en donde el medicamento se va a administrar a un paciente tratado con radiacion para reducir la carga tumoral.

En los parrafos anteriores, el medicamento es capaz de inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de un tumor y/o la
propagacion de células tumorales malignas en un paciente.

Adicionalmente la presente invencidon proporciona un producto inmunoconjugado para la supresion de la
supervivencia de células de mieloma en un individuo en el que el producto inmunoconjugado comprende:

(a) un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente
(i) que consiste esencialmente de una region de unién a antigeno contra CD138 de un anticuerpo no
humano, o
(ii) que comprende una regién de unién a antigeno contra CD138, en donde dicha regién de unién a
antigeno es de un anticuerpo no humano,

una region de anticuerpo adicional, en donde al menos parte de dicha regidon de anticuerpo adicional es de un
anticuerpo humano, y

(b) una molécula efectora, en donde dicho producto inmunoconjugado se une homogéneamente a CD138.

También adicionalmente, la presente invencién proporciona un producto inmunoconjugado para la supresion de la
supervivencia de células de mieloma en un individuo en donde el producto inmunoconjugado comprende:
un agente de direccionamiento que se dirige a CD138 que comprende
un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de
inmunoglobulina o una porcidon de la misma, en donde dicha cadena pesada de inmunoglobulina o una
porcién de la misma tiene al menos 70% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 1.

En los dos parrafos anteriores el producto inmunoconjugado es, en particular, capaz de disminuir selectivamente la
supervivencia o el crecimiento de dichas células de mieloma en el individuo.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona un producto inmunoconjugado para su uso en la inhibicion, el
retraso y/o la prevencion del crecimiento de un tumor que comprende células tumorales CD138 y/o la propagacion
de las células tumorales de tal tumor en un sujeto en donde el producto inmunoconjugado comprende un anticuerpo
de direccionamiento modificado genéticamente contra CD138 anclado a una molécula efectora a través de un
conector escindible, en donde dicha molécula efectora experimenta impedimento estérico.

En el parrafo anterior, el producto inmunoconjugado es, en particular, capaz de proporcionar una actividad inhibidora
del crecimiento tumoral que supera a la de su contraparte sin impedimento en aproximadamente 10%,
aproximadamente 20%, aproximadamente 30%, aproximadamente 40% o mas.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 proporciona una representacion esquematica de nBT062 que tiene ancladas moléculas efectoras.

La FIG. 2 es una representacion quimica de BT062.

La FIG. 3 muestra la conversion de ansamitocina P-3 en maitansinol (la estereoquimica se omite por razones de
simplicidad).

La FIG. 4 muestra un esquema representativo de sintesis de DM4.

La FIG. 5 es una representacion esquematica de una conjugacion de anticuerpos (nBT062 a DM4).

La FIG. 6 muestra un andlisis de la unidon de nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1, nBT062-SMCC-DM1 y
anticuerpo nBT062 a células OPM-2. Se proporcionaron a las células diferentes concentraciones de nBT062 y
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conjugados y la fluorescencia media se midié6 mediante analisis FACS.

Las FIG. 7 (A) - (D) representan la citotoxicidad in vitro de productos conjugados de nBT062-DMX hacia células
MOLP-8 (CD138%) y BJAB (CD 138"). Las células se cultivaron en placas de fondo plano y se incubaron con las
concentraciones indicadas de productos inmunoconjugados durante 5 dias. Se afiadio reactivo WST durante 3 horas
adicionales para evaluar la viabilidad celular. En (D) la actividad citotoxica de nBT062-SPDB-DM4 se analizé en
presencia o ausencia de anticuerpo de bloqueo (nBT062 1 pM).

La FIG. 8 muestra los volimenes tumorales de los ratones individuales tratados con (A) PBS, (B) anticuerpo
nBT062, (C) DM4 libre o (D) sin producto conjugado de direccionamiento huC242-DM4 a lo largo del tiempo (dias)
después de la inoculacion con células tumorales MOLP-8.

La FIG. 9 muestra los volimenes tumorales para ratones individuales tratados con (A) PBS, (B) nBT062-SPDB-
DM4, (C) B-B4-SPP-DM1 o (D) nBT062-SPP-DM1 a lo largo del tiempo (dias) post-inoculacién con células tumorales
MOLP-8.

La FIG. 10 representa el volumen medio tumoral (+/- SD) de xenoinjertos de mieloma multiples humano MOLP-8 en
ratones CB.17 SCID a largo del tiempo (dias) después de la inoculacion.

Las FIGS. 11A y B muestran la actividad anti-tumoral de nBT062-DMX contra células tumorales MOLP-8 CD138" en
un modelo de tumor MOLP-8 voluminoso en ratones SCID. El volumen del tumor se expresa como media (+/- DT)
para cada grupo.

La FIG. 12 es un grafico que refleja la eficacia anti-tumoral de productos conjugados de nBT062 que contienen DMx
en el modelo SCIDhu/INA-6 hacia células de mieloma multiple en el entorno de la médula ésea humana. El receptor
de IL-6 soluble humana producido por células de mieloma multiple (shulL-6R) se utiliz6 como un indicador de la
carga tumoral. Triangulo: nBT062- SPP-DM1, Cuadrado: nBT062-SPDB-DM4; Diamante: control de vehiculo.

La FIG. 13 muestra la destruccion por vecindad mediada por nBT062-SPDB-DM4 in vitro. Se cultivaron células
OPM2 positivas para CD138 y células Namawla negativas para CD138 con nBT062-SPDB-DM4 a diferentes
concentraciones y se midio la viabilidad celular. Los valores de DOu4so representan una medida para la viabilidad
celular.

Descripcion detallada de realizaciones diversas y preferidas de la invencion

La presente invencion se refiere a productos inmunoconjugados que comprenden agentes dirigidos a CD138 y la
liberacion de la molécula o las moléculas efectoras de los productos inmunoconjugados en los sitios diana y la
liberacion especifica del sitio de la molécula o las moléculas efectoras en, en o cerca de las células, los tejidos y los
o6rganos diana. Mas concretamente, la presente invencion se refiere a productos inmunoconjugados que
comprenden agentes dirigidos a CD138 y moléculas efectoras potentes que se unen al agente de direccionamiento.
Las moléculas efectoras pueden activarse por escision/disociacion de la porcion de agente de direccionamiento del
producto inmunoconjugado en el sitio diana.

Los productos inmunoconjugados de acuerdo con la presente invencion se pueden administrar a un sujeto que
necesite tratamiento terapéutico. La molécula o moléculas efectoras pueden ser liberadas desde el producto
inmunoconjugado por escision/disociacion dentro, en o cerca de la célula diana, tejido u 6rgano.

En un ejemplo, el producto inmunoconjugado comprende el anticuerpo nBT062, que se dirige a células que
expresan CD138, y se administra al menos un farmaco o una toxina altamente citotoxicos como molécula efectora a
un paciente con cancer. En este ejemplo, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz del producto
inmunoconjugado via intravenosa a un paciente de modo que se concentra en las células cancerosas. La molécula o
moléculas efectoras se liberan a continuacion a partir del anticuerpo por medios naturales. Después o durante la
escision la molécula efectora se puede estabilizar mediante alquilaciéon y puede difundirse a las células auxiliares
circundantes tales como las células del estroma que no expresan CD138.

En un segundo ejemplo, el producto inmunoconjugado comprende el anticuerpo nBT062, que se dirige a las células
que expresan CD138, y se administran al menos un farmaco o una toxina altamente citotéxicos como molécula
efectora, y un agente citotoxico adicional a un paciente con cancer. En este ejemplo, una cantidad terapéuticamente
eficaz del producto inmunoconjugado y el agente citotoxico son co-administrados por via intravenosa a un paciente
de manera que se concentra en las células cancerosas. El agente citotoxico destruye mas de 50% de las células
cancerosas que expresan CD138, pero el producto inmunoconjugado se ancla de manera eficaz a células
cancerosas que expresan CD138 adicionales. La molécula o moléculas efectoras se liberan a partir del anticuerpo
por medios naturales. Después o durante la escision, la molécula efectora se puede estabilizar mediante alquilacién
y puede difundirse a las células auxiliares circundantes, tales como las células del estroma que no expresan CD138.

En un tercer ejemplo, el producto inmunoconjugado comprende el anticuerpo nBT062 y al menos un farmaco o una
toxina altamente citotdxicos y se administra a una poblacion celular aislada de un paciente con cancer. En este
ejemplo, se administra una cantidad inductora de muerte celular o de detencién del ciclo celular continua del
producto inmunoconjugado a la poblacion de células de forma que se concentra en las células cancerosas. La
molécula o moléculas efectoras se liberan del anticuerpo dirigido por medios naturales o medios externos para
inducir la muerte celular o la detencién del ciclo celular continua en las células cancerosas.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2526433 T3

En un cuarto ejemplo, el producto inmunoconjugado comprende el anticuerpo nBT062 y al menos un farmaco o una
toxina altamente citotdxicos como molécula efectora y se administra a un paciente con cancer. En este ejemplo, se
administra una cantidad terapéuticamente eficaz del producto inmunoconjugado via intravenosa a un paciente de
modo que se concentra en las células cancerosas. La molécula o moléculas efectoras se liberan de la diana de
anticuerpo por medios externos para inducir la muerte celular o la detencién del ciclo celular continua en las células
cancerosas.

CD138 o sindecano 1 (también descrito como SYND1; SINDECANO; SDC; SCD1; ANTIGENO CD138, nlimero de
acceso SwissProt: P18827 humano) es una glicoproteina de membrana que originalmente se describié que estaba
presente en células de origen epitelial, y posteriormente se encontrd en células hematopoyéticas (Sanderson, 1989).
CD138 tiene un dominio extracelular largo que se une a moléculas solubles (p. €j., los factores de crecimiento EGF,
FGF, HGF) y a moléculas insolubles (p. €j., a los componentes de la matriz extracelular colageno y fibronectina) a
través de cadenas de heparan sulfato (Langford, 1998; Yang, 2007) y actua como un receptor para la matriz
extracelular. CD138 también media la adherencia célula a célula a través de moléculas de unién a heparina
expresadas por células adherentes. Se ha demostrado que CD138 tiene un papel como co-receptor para factores de
crecimiento de células de mieloma (Bisping, 2006). Estudios de diferenciacion de células plasmaticas mostraron que
CD138 también debe ser considerado como un antigeno de diferenciacion (Bataille, 2006).

En la hematopoyesis maligna, CD138 es altamente expresado en la mayoria de las células de MM, carcinoma de
ovario, carcinoma de riiidén, carcinoma de la vesicula biliar, carcinoma de mama, cancer de préstata, cancer de
pulmon, células de carcinoma de colon y células de linfomas Hodgkin y no Hodgkin, leucemia linfocitica crénica
(LLC) (Horvathova, 1995), leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloblastica aguda (LMA) (Seftalioglu, 2003
(a); Seftalioglu, 2003 (b)), sarcomas de tejidos soélidos, carcinomas de colon, asi como otros canceres hematologicos
y tumores soélidos que expresan CD138 (Carbone et al., 1999; Sebestyen et al., 1999; Han et al., 2004; Charnaux et
al., 2004; O'Connell et al., 2004; Orosz y Kopper, 2001) .

Otros canceres que se han demostrado que son positivos para la expresion de CD138 son muchos
adenocarcinomas de ovario, carcinomas de vejiga de células transicionales, carcinomas de células claras renales,
carcinomas de pulmoén de células escamosas; carcinomas de mama y canceres uterinos (véanse, por ejemplo,
Davies et al., 2004; Barbareschi et al., 2003; Mennerich et al., 2004; Anttonen et al., 2001; Wijdenes, 2002).

En el compartimento hematopoyético humano normal, la expresion de CD138 se restringe a las células plasmaticas
(Wijdenes, 1996; Chilosi, 1999) y CD138 no se expresa en linfocitos de sangre periférica, monocitos, granulocitos y
glébulos rojos. En particular, las células madre y progenitoras CD34" no expresan CD138 y los mAbs anti-CD138 no
afectan al numero de unidades formadoras de colonias en cultivos de células madre hematopoyéticas (Wijdenes,
1996). En los compartimentos no hematopoyéticas, CD138 se expresa principalmente en los epitelios simples y
estratificados en el pulmén, higado, piel, rifidén e intestino. Sélo se observé una tincion débil en las células
endoteliales (Bernfield, 1992; Vooijs, 1996). Se ha informado de que CD138 existe en formas polimorficas en las
células de linfoma humano (Gattei, 1999).

Se ha informado de que los anticuerpos monoclonales B-B4, BC/B-B4, B-B2, DL-101, 1 D4, MI15, 1.BB.210,
2Q1484, 5F7, 104-9, 281-2, en particular, B-B4 son especificos de CD138. De estos B-B4, 1 D4 y MI15 reconocian
la molécula intacta y la proteina nucleo de CD138 y se demostré que reconocian los mismos epitopos o epitopos
estrechamente relacionados (Gattei, 1999). Estudios anteriores indicaron que B-B4 no reconocia CD138 soluble,
sino solo CD138 en la forma unida a membrana (Wijdenes, 2002).

B-B4, un mAb IgG1 murino, se une a un epitopo lineal entre los residuos 90-95 de la proteina nucleo en sindecano 1
humano (CD138) (Wijdenes, 1996; Dore, 1998). En consonancia con el patron de expresién de CD138, se demostrd
que B-B4 reaccionaba fuertemente con linea celular de plasma RPMI8226, pero no reaccionaba con las células
endoteliales. También en consonancia con el patrén de expresion de CD138, B-B4 también reaccioné con las lineas
de células epiteliales A431 (derivada de queratinocitos) y HepG2 (derivada de hepatocitos). Una inmunotoxina B-B4-
saporina también era altamente téxica para la linea de célula de plasma RPMI8226, de hecho considerablemente
mas toxica que la saporina libre. Sin embargo, a partir de las dos lineas de células epiteliales sometidas a ensayo,
B-B4-saporina solo mostro toxicidad para la linea celular A431, aunque en un analisis clonogénico B-B4 saporina no
mostré ningun efecto inhibidor sobre el desarrollo de células A431 (Vooijs, 1996). Otros investigadores informaron de
la falta de especificidad de los antigenos asociados a MM contra tumores (Couturier, 1999).

Un anticuerpo/producto inmunoconjugado "que consiste esencialmente en" ciertos componentes significa en el
contexto de la presente invencion que el anticuerpo/producto inmunoconjugado consisten en los componentes
especificados y materiales o componentes adicionales cualesquiera que no afectan materialmente a las
caracteristicas basicas de los anticuerpos especificados.

La presente invencion utiliza el término "célula tumoral" para incluir las células cancerosas, asi como células pre-
cancerosas que pueden formar o no de un tumor sélido.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2526433 T3

Un "agente de direccionamiento” de acuerdo con la presente invencion es capaz de asociarse a una molécula
expresada por una célula diana e incluye péptidos y no péptidos. En particular, los agentes de direccionamiento de
acuerdo con la presente invencion incluyen anticuerpos de direccionamiento y moléculas de direccionamiento no
inmunoglobulinas, que pueden estar basadas en proteinas que no son inmunoglobulinas, incluyendo, pero no
limitado a, moléculas AFFILIN®, ANTICALINS® y AFFIBODIES®. Las moléculas de direccionamiento que no son
inmunoglobulinas también incluyen moléculas de direccionamiento no peptidicas, tales como oligonucleétidos de
direccionamiento de ADN y ARN (aptameros), pero también ligandos fisiologicos, en particular ligandos del antigeno
en cuestion, tales como CD138.

Un "anticuerpo de direccionamiento”, de acuerdo con la presente invencion es o se basa en un anticuerpo natural o
se produce sintéticamente o por ingenieria genética y se une a un antigeno en una o varias células (célula o células
diana) de interés. Un anticuerpo de direccionamiento de acuerdo con la presente invencion incluye un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo multiespecifico (p. e€j., un anticuerpo biespecifico), o un
fragmento de anticuerpo. El anticuerpo de direccionamiento puede ser modificado genéticamente para, por ejemplo,
mejorar su afinidad por las células diana (Ross, 2003) o disminuir su inmunogenicidad. El anticuerpo de
direccionamiento puede estar anclado a una formulacion liposomal que incluya moléculas efectoras (Carter, 2003).
Un fragmento de anticuerpo comprende una porcion de un anticuerpo intacto, preferiblemente la region de unién a
antigeno o variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de los fragmentos de anticuerpo de acuerdo con la presente
invencion incluyen Fab, Fab', F(ab'),, y Fv, pero también anticuerpos bivalentes; anticuerpos de dominio (dAb)
(Ward, 1989; Patente de Estados Unidos Num. 6.005.079); anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena
sencilla; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos. En un fragmento variable de
anticuerpo de cadena sencilla (scFv) las cadenas pesadas y ligeras (VH y VL) pueden estar unidos por un conector
corto de aminoacidos que tiene, por ejemplo, la secuencia (glicinasserina),, que tiene suficiente flexibilidad para
permitir que dos dominios ensamblen un bolsillo de unién a antigeno funcional. La adicién de diversas secuencias
sefial puede permitir un direccionamiento mas preciso del anticuerpo de direccionamiento. La adicién de la region
constante de cadena ligera (CL) puede permitir la dimerizacion a través de enlaces disulfuro, proporcionando mayor
estabilidad y avidez. Las regiones variables para la construccion del scFv pueden, si esta disponible un mAb contra
una diana de interés, ser obtenidas mediante RT-PCR que clona las regiones variables partir de ARNm extraido del
hibridoma parental. Alternativamente, el scFv puede ser generado de novo mediante tecnologia de presentacion en
fagos (Smith, 2001). Segun se utiliza en la presente memoria, se pretende que el término "fragmento funcional”,
cuando se utiliza en referencia a un anticuerpo de direccionamiento, se refiera a una porciéon del anticuerpo de
direccionamiento que es capaz de unir especificamente un antigeno que esta unido especificamente mediante el
anticuerpo de referencia para el que esta elaborado. Un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la presente
invencion puede, por ejemplo, tener al menos un brazo que es reactivo contra un tejido diana y un brazo que es
reactivo contra un radical conector (Publicacion de Patente de Estados Unidos 20020006379). Un anticuerpo
biespecifico de acuerdo con la presente descripcion también puede unirse a mas de un antigeno en una célula diana
(Carter, 2003). Un anticuerpo de acuerdo con la presente invencion puede ser modificado mediante, por ejemplo, la
introduccion de residuos de cisteina para introducir grupos tiol (Olafsen, 2004).

De acuerdo con la presente descripcion, el anticuerpo de direccionamiento puede estar derivado de cualquier fuente
y puede ser, pero no se limita a, un anticuerpo de camello, un anticuerpo murino, un anticuerpo quimérico
humano/ratén o un anticuerpo quimérico humano/mono, en particular, un anticuerpo quimérico humano/ratén como
nBT062.

Los anticuerpos humanizados son anticuerpos que contienen secuencias derivadas de un anticuerpo humano y de
un anticuerpo no humano y también estan dentro del alcance de la presente invencion. Los métodos adecuados
para la humanizacion de anticuerpos incluyen el injerto de CDR (injerto de regidon determinante complementariedad)
(EP 0 239 400; WO 91/09967; Patentes de Estados Unidos Nums. 5.530.101; y 5.585.089), recubrimiento o
acondicionamiento (EP 0 592 106; EP 0 519 596; Padlan, 199;. Studnicka et al., 1994; Roguska et al, 1994), mezcla
aleatoria de cadenas (Patente de Estados Unidos 5.565.332) y Delmmunosation™ (Biovation, LTD). En el injerto de
CDR, las regiones determinantes de la complementariedad de ratéon (CDR) de, por ejemplo, mAb B-B4 se injertan en
marcos variables humanos, que se unen a continuacién a las regiones constantes humanas, para crear un
anticuerpo B-B4 humano (HB B4). Varios anticuerpos humanizados mediante injerto de CDR estan ahora en uso
clinico, incluyendo MYLOTARG (Sievers et al., 2001) y HECEPTIN (Pegram et al, 1998).

La tecnologia acondicionamiento utiliza una combinacién de modelado molecular, analisis estadistico y mutagénesis
para alterar las superficies que no son CDR de las regiones variables de anticuerpos para que se asemejen a las
superficies de anticuerpos conocidos del anfitrion diana. Las estrategias y métodos para el acondicionamiento de
anticuerpos, y otros métodos para reducir la inmunogenicidad de los anticuerpos dentro de un anfitrién diferente, se
describen, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos NUum. 5.639.641. Los anticuerpos humanos se pueden
elaborar mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica incluyendo métodos de presentacion en fagos.
Véanse también las Patentes de Estado Unidos Nums. 4.444.887, 4.716.111, 5.545.806, y 5.814.318; y las
publicaciones de solicitud de patente internacional WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO 98/16654, WO
96/34096, WO 96/33735, y WO 91/10741.
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Los anticuerpos de direccionamiento que han experimentado cualquier modificacién no natural tales como los
anticuerpos quiméricos humano/ratén o los anticuerpos quiméricos humano/mono, los anticuerpos humanizados o
los anticuerpos que fueron modificados genéticamente para, por ejemplo, mejorar su afinidad hacia las células diana
o disminuir su inmunogenicidad pero también los fragmentos de anticuerpos, en particular los fragmentos
funcionales de tales anticuerpos de direccionamiento que han experimentado cualquier modificaciéon no natural; los
anticuerpos bivalentes; los anticuerpos de dominio; los anticuerpos lineales; las moléculas de anticuerpo de cadena
sencilla; y los anticuerpos multiespecificos se denominan en la presente memoria anticuerpos de
direccionamiento modificados genéticamente.

Los anticuerpos quimerizados, mantienen la region de unién del anticuerpo (ABR o regiéon Fab) del anticuerpo no
humano, p. €j., el anticuerpo murino en el que estan basados, mientras que las regiones constantes pueden ser
proporcionadas, por ejemplo, por un anticuerpo humano. Generalmente, la quimerizacién y/o el intercambio de las
regiones constantes de un anticuerpo no afectaran a la afinidad de un anticuerpo debido a que las regiones del
anticuerpo que contribuyen a la unién al antigeno no resultan afectadas por este intercambio. En una realizacion
preferida de la presente invencion, el anticuerpo modificado genéticamente, en particular quimerizado, de la
presente invencion, puede tener una mayor afinidad de unién (tal como se expresa por valores de Kp) que el
respectivo anticuerpo no humano en el que esta basado. En particular, el anticuerpo nBT062 y los anticuerpos
basados en el mismo pueden tener mayor afinidad que el anticuerpo B-B4 murino. En otra realizacion preferida de la
presente invencion, los productos inmunoconjugados que comprenden los anticuerpos modificados
genéticamente/quimerizados también muestran esta afinidad de anticuerpo superior. Estos productos
inmunoconjugados también pueden presentar en ciertas realizaciones otras propiedades ventajosas, tales como una
mayor reduccion de la carga tumoral que sus contrapartes que contienen B-B4. En una realizacion preferida, los
anticuerpos de direccionamiento modificados genéticamente, en particular quimerizados muestran afinidades de
union que se caracterizan por constantes de disociacion Kp (nM) de menos de 1,6, menos de 1,5 o
aproximadamente o menos de 1,4, mientras que sus contrapartes murinas se caracterizan por constantes de
disociacion Kp (nM) de aproximadamente o mas de 1,6. Se prefieren productos inmunoconjugados que comprenden
agentes de direccionamiento tales como anticuerpos de direccionamiento pueden estar caracterizados por
constantes de disociacion Kp (nM) de menos de 2,6, menos de 2,5, menos de 2,4, menos de 2,3, menos de 2,2,
menos de 2,1, menos de 2,0, menos de o aproximadamente 1,9, mientras que los productos inmunoconjugados que
comprenden los anticuerpos de la contraparte murina pueden estar caracterizados por constantes de disociacion Kp
(nM) de aproximadamente o mas de 2,6 (comparese la Tabla 3, Materiales y Métodos).

También se pueden utilizar anticuerpos completamente humanos. Esos anticuerpos pueden ser seleccionados por el
enfoque de presentacion de fagos, donde se utiliza CD138 o un determinante antigénico del mismo para unirse
selectivamente al fago que expresa, por ejemplo, regiones variables de B-B4 (véase, Krebs, 2001). Este enfoque se
acopla ventajosamente a una técnica de maduracion de la afinidad para mejorar la afinidad del anticuerpo. Todos los
anticuerpos referidos en la presente memoria son anticuerpos aislados.

En una realizacién, el anticuerpo de direccionamiento es, en su forma no conjugada, moderadamente o mal
internalizado. La internalizacion moderada constituye aproximadamente 30% a aproximadamente 75% de la
internalizacion de anticuerpo, mala internalizacion constituye aproximadamente 0,01% hasta aproximadamente 30%
de internalizacién después de 3 horas de incubacion a 37°C. En otra realizacion preferida, el anticuerpo de
direccionamiento se une a CD138, por ejemplo, los anticuerpos B-B4, BC/B-B4, B-B2, DL-101, 1D4, MI15, 1.BB.210,
2Q1484, 5F7, 104-9, 281-2, en particular, B-B4. Las células de hibridoma, que se generaron mediante la hibridacion
de células de mieloma SP02/0 con células de bazo de ratones Balb/c se han depositado en el DSMZ-Deutsche
Sammlung von und Mikroorganismen Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1, D-38124 Braunschweig el 11 de
Diciembre de 2007. El numero de identificacion de estas células de hibridoma que expresan B-B4 es DSM
ACC2874. En otra realizacion, el anticuerpo de direccionamiento no se une sustancialmente a CD138 no expresado
en la superficie celular. Cuando, en el contexto de la presente invencién, el nombre de un anticuerpo especifico se
combina con el término "anticuerpo de direccionamiento” tal como "anticuerpo de direccionamiento nBT062", esto
significa que este anticuerpo de direccionamiento tiene la especificidad de unién del anticuerpo nBT062. Si se dice
que un anticuerpo de direccionamiento esta "basado en" un anticuerpo especifico, esto significa que este anticuerpo
de direccionamiento tiene la especificidad de unidon de este anticuerpo, pero podria adoptar cualquier forma en
consonancia con la descripciéon anterior de un anticuerpo de direccionamiento. Cuando, en el contexto de la
presente invencion, el nombre de un antigeno especifico se combina con el término "anticuerpo de direccionamiento”
tal como "anticuerpo de direccionamiento a CD138", esto significa que este anticuerpo de direccionamiento tiene la
especificidad de uniéon para CD138. Si, en el contexto de la presente descripcion, por ejemplo, se dice que un
anticuerpo de direccionamiento hace algo "selectivamente" tal como "dirigirse selectivamente a CD138 expresado en
la superficie celular" o, es "selectivo" para algo, esto significa que hay una selectividad significativa (es decir, una
mayor afinidad hacia las células positivas para CD138, en comparacion con las células negativas para CD138) para,
en el caso del ejemplo proporcionado, CD138 expresado en la superficie celular, en comparacion con otros
antigenos cualesquiera. Los efectos secundarios adversos en un entorno determinado se reducen sustancialmente o
incluso se evitan debido a esta selectividad.
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"Las moléculas de direccionamiento que no son inmunoglobulinas" de acuerdo con la presente invencion incluyen
moléculas diana derivadas de proteinas que no son inmunoglobulinas, asi como moléculas de direccionamiento no
peptidicas. Las proteinas que no son inmunoglobulinas pequefias que estan incluidos en esta definicion estan
disefiadas para tener afinidades especificas, en particular, por CD138 expresado en la superficie. Estas proteinas
pequefias que no son inmunoglobulinas incluyen moléculas de modificadas genéticamente de armazén tales como
moléculas Affilin® que tienen un peso molecular relativamente bajo, tal como entre 10 kDa y 20 kDa. Los armazones
apropiados incluyen, por ejemplo, gamma-cristalina. Esas moléculas no tienen, en su estado natural, actividad de
union especifica hacia las moléculas diana. Modificando genéticamente las superficies de las proteinas a través de
asignacion al azar definida localmente de aminoacidos expuestos a disolventes, se crean sitios de union
completamente nuevos. Estas primeras proteinas que no presentan unién son por lo tanto transformadas en
proteinas de union especificas. Tales moléculas pueden ser disefiadas especificamente para unirse a una diana, tal
como CD138, y permitir la liberacion especifica de una o mas moléculas efectoras (véase, Scil Proteinas GmbH en
www.scilproteins.com, 2004). Otro tipo de moléculas de direccionamiento que no son inmunoglobulinas derivan de
lipocalinas, e incluyen, por ejemplo ANTICALINS®, cuya estructura se asemejan algo a las inmunoglobulinas. Sin
embargo, las lipocalinas se componen de una Unica cadena de polipéptido con 160 a 180 residuos de aminoacidos.
El bolsillo de unién de las lipocalinas puede ser reconfigurado para reconocer una molécula de interés con alta
afinidad y especificidad (véase, por ejemplo, Beste et al., 1999). Los receptores bacterianos artificiales tales como
los comercializados bajo la marca registrada Affibody® (Affibody AB) también se encuentran dentro del alcance de la
presente invencion. Estas moléculas receptoras bacterianas artificiales son proteinas pequefas, simples y pueden
estar compuestas de un haz de tres hélices basado en el armazén de uno de los dominios de unién a IgG de la
proteina A (Staphylococcus aureus). Estas moléculas tienen propiedades de uniéon similares a muchas
inmunoglobulinas, pero son sustancialmente mas pequefias, que tiene un peso molecular a menudo no superior a 10
kDa y también son comparativamente estables. Las moléculas de receptores bacterianos artificiales adecuados se
describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Nums. 5.831.012; 6.534.628 y 6.740.734.

Otras "moléculas de direccionamiento que no son inmunoglobulinas" son ligandos fisiologicos del antigeno en
cuestion. Los ligandos fisiologicos de CD138 incluyen, por ejemplo, pero no estan limitados a, ADAMTS4
(agrecanasa-1), antitrombina-3, bFGF, catepsina G, CCL5 (RANTES), CCL7, CCL11, CCL17, CD44, colagenos
(colageno de tipo 1, colageno de tipo 2, colageno de tipo 3, colageno de tipo 4, colageno de tipo 5, colageno de tipo
6), CXCLA1, elastasa, gp120, HGF [factor de crecimiento de hepatocitos], laminina-1, laminina-2, laminina-5, midkina,
MMP-7, elastasa de neutrofilos, y pleiotrofina (HBNF, HBGF-8). Las moléculas de direccionamiento no peptidicas
incluyen, pero no se limitan a, los oligonucledtidos de ADN y ARN que se unen a CD138 (aptameros).

Una "molécula efectora" de acuerdo con la presente invencién es una molécula o un derivado, o uno de sus
analogos que se une a un agente de direccionamiento modificado genéticamente, que ejerce un efecto deseado, por
ejemplo, apoptosis, u otro tipo de muerte celular, o una detencion continua del ciclo celular en la célula o células
diana. Las moléculas efectoras de acuerdo con la presente invencion incluyen moléculas que pueden ejercer los
efectos deseados en una célula diana e incluyen, pero no se limitan a, toxinas, farmacos, en particular farmacos
citotoxicos de bajo peso molecular, radionuclidos, modificadores de la respuesta biolégica, agentes formadores de
poros, ribonucleasas, proteinas de cascadas de sefalizacion de apoptosis con actividades inductoras de apoptosis,
enzimas citotdxicas, enzimas de activacion de profarmacos, oligonucledtidos antisentido, anticuerpos o citoquinas,
asi como derivados funcionales o analogos/fragmentos de los mismos. Las toxinas pueden incluir toxinas
bacterianas, tales como, pero no limitadas a, toxina de la Difteria o Exotoxina A, toxinas de plantas, tales como, pero
no limitadas a, Ricina. Las proteinas de las cascadas de sefializacion apoptética con actividades inductoras de
apoptosis, incluyen, pero no se limitan a, Granzima B, Granzima A, Caspasa-3, Caspasa-7, Caspasa-8, Caspasa-9,
Bid truncada (tBid), Bax y Bak.

En una realizacion preferida, el efector aumenta la liberacion del efector interno del producto inmunoconjugado, en
particular cuando la forma natural del anticuerpo en el que se basa el anticuerpo de direccionamiento del producto
inmunoconjugado es escasamente internalizable. En otra realizacion preferida el efector es, en su forma nativa, no
selectivo. En ciertas realizaciones, el efector tiene una toxicidad no selectiva alta, incluyendo la toxicidad sistémica,
cuando esta en su forma nativa. La "forma nativa" de una molécula efectora de la presente invenciéon es una
molécula efectora antes de unirse al agente de direccionamiento para formar un producto inmunoconjugado. En otra
realizacion preferida, la toxicidad no selectiva de la molécula efectora se elimina sustancialmente después de la
conjugacion al agente de direccionamiento. En otra realizacion preferida, la molécula efectora causa, al llegar a la
célula diana, la muerte o la detencién continua del ciclo celular en la célula diana. Una molécula efectora de farmaco
de acuerdo con la presente invencion incluye, pero no se limita a, un farmaco que incluye, por ejemplo, pequefios
farmacos altamente citotéxicos que actuan como inhibidores de la polimerizaciéon de tubulina, tales como
maitansinoides, dolastatinas, auristatina y critoficina; agentes alquilantes de ADN tales como analogos de CC-1065 o
derivados (Patentes de Estados Unidos Nums. 5.475.092; 5.585.499; 6.716.821) y duocarmicina; antibiéticos de
enedina tales como calicheamicina y esperamicina; y farmacos taxoides potentes (taxano) (Payne, 2003). Los
maitansinoides y las calicheamicinas son particularmente preferidos. Un maitansinoide efector incluye
maitansinoides de cualquier origen, incluyendo, pero no limitados a maitansinol sintético y analogo de maitansinol y
derivados. La doxorrubicina, la daunomicina, el metotrexato, la vinblastina, la neocarzinostatina, la macromicina, el
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trenimon y la a-amanitina son algunas otras moléculas efectoras dentro del alcance de la presente invencion.
También dentro del alcance de la presente invencién se encuentran las moléculas de ADN antisentido como
moléculas efectoras. Cuando el nombre, por ejemplo, de un farmaco especifico o clase de farmacos se combina en
la presente memoria con el término "efector" o "molécula efectora”, se hace referencia a un efector de un producto
inmunoconjugado de acuerdo con la presente invencion que se basa en el farmaco o clase de farmacos
especificados.

La maitansina es un producto natural derivado originalmente del arbusto etiope Maytenus serrata (Remillard, 1975;
Patente de Estados Unidos 3.896.111). Este farmaco inhibe la polimerizacién de tubulina, lo que da como resultado
el bloqueo mitético y la muerte celular (Remillard, 1975; Bhattacharyya, 1977; Kupchan, 1978). La citotoxicidad de la
maitansina es 200-1000 veces mayor que la de los farmacos contra el cancer en uso clinico que afectan a la
polimerizacién de tubulina, tales como los alcaloides de la vinca o el taxol. Sin embargo, los ensayos clinicos de la
maitansina indicaron que carecia de una ventana terapéutica debido a su alta toxicidad sistémica. La maitansina y
maitansinoides son altamente citotdxicos pero su uso clinico en la terapia del cancer se ha limitado en gran medida
por sus graves efectos secundarios sistémicos atribuidos principalmente a su escasa selectividad para los tumores.
Los ensayos clinicos con maitansina mostraron efectos adversos graves en el sistema nervioso central y el sistema
gastrointestinal.

Los maitansinoides se han aislado también de otras plantas, incluyendo tejido de la semilla de Trewia nudiflora
(Patente de Estados Unidos Num. 4.418.064)

Ciertos microbios también producen maitansinoides, tales como maitansinol y ésteres C-3 de maitansinol (patente de
Estados Unidos 4.151.042).

La presente invencion esta dirigida a maitansinoides de cualquier origen, incluyendo maitansinol y analogos de
maitansinol sintéticos que se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Num. 4.137.230;
4.248.870; 4.256.746; 4.260.608; 4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.946;
4.315.929; 4.317.821; 4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.362.663; 4.364.866; 4.371.533; 4.424.219 y 4.151.042.

En una realizacion preferida, el maitansinoide es un maitansinoide que contiene tiol y se produce mas
preferiblemente de acuerdo con los procedimientos descritos en la Patente de Estados Unidos Num. 6.333.410 de
Chari et al o en Chari et al. (Chari, 1992).

La DM-1 (N*desacetil-N*(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina) es una molécula efectora preferida en el contexto de
la presente invencion. La DM1 es de 3 a 10 veces mas citotoxica que la maitansina, y se ha convertido en un
profarmaco mediante su conexion a través de uno o varios enlaces disulfuro a un anticuerpo monoclonal dirigido
hacia un antigeno asociado con tumores. Algunos de estos productos conjugados (a veces denominados
"profarmacos activados por tumores" ("TAP" en sus siglas inglesas)) no son citotoxicos en el compartimento de la
sangre, ya que son activados después de la asociacion con las células diana e internalizados, liberando asi el
farmaco (Blattler, 2001). Se han desarrollado varios productos conjugados de anticuerpo-DM1 (Payne, 2003), y se
han evaluado en ensayos clinicos. Por ejemplo, el tratamiento con huC242-DM1 en pacientes con cancer colorrectal
fue bien tolerado, no indujo una respuesta inmunitaria detectable, y tuvo un tiempo de circulacién prolongado
(Tolcher, 2003).

Otros maitansinoides particularmente preferidos comprenden una cadena lateral que contiene un enlace tiol con
impedimento estérico tales como, pero no limitados a, los maitansinoides N°-desacetil-N*- (4-mercapto-1-oxopentil)-
maitansina, también referido como "DM3", y Nz-desacetiI-N2-(4-metiI-4-mercapto-1-oxopentil)—maitansina, también
referido como "DM4". La sintesis de DM4 se muestra en las Figs. 3 y 4 y se describe en la presente memoria. DM4
difiere de DM1 y DM3 en que porta grupos metilo en su Ca. Esto da como resultado un impedimento estérico cuando
DM4 esta unido a través de un conector en particular, pero no limitado a, un conector que comprende un enlace
disulfuro, a un agente de direccionamiento tal como nBT062. Una amplia variedad de maitansinoides que portan un
grupo tiol con impedimento estérico (que poseen uno o dos sustituyentes, en particular sustituyentes alquilo, tales
como los sustituyentes metilo de DM4) se describen en la Publicacion de Patente de los Estados Unidos
2004/0235840, publicada el 25 de Noviembre del 2004. El impedimento estérico conferido por grupos alquilo tales
como los grupos metilo en el carbono adyacente al atomo de azufre de DM3 y DM4 puede afectar a la velocidad de
escision intracelular del producto inmunoconjugado. Por consiguiente, la unidad alquilica variable puede afectar a la
potencia, la eficacia y la seguridad/toxicidad in vitro e in vivo.

Segun lo informado por Goldmahker et al. en la Publicacion de Patente de los Estados Unidos US 2006/0233814, tal
impedimento induce alquilacién (p. €j., metilacion) del farmaco libre, una vez que el farmaco se libera a su diana. La
alquilacién puede aumentar la estabilidad del farmaco permitiendo el llamado efecto de vecindad. Sin embargo,
apreciara el experto en la técnica, otras moléculas efectoras que comprenden sustituyentes tales como grupos
alquilo en las posiciones que dan como resultado un impedimento estérico cuando el efector esta unido a un agente
de direccionamiento a través de un conector son parte de la presente invencion (Publicacion de Patente de Estados
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Unidos Num. 2004/0235840). Preferiblemente, este impedimento induce una modificacion quimica tal como la
alquilacién del farmaco libre aumentando su estabilidad general, lo que permite que el farmaco no solo induzca la
muerte celular o la detencion continua del ciclo celular en las células tumorales que expresan CD138, sino,
opcionalmente, también afecte a las células auxiliares que, por ejemplo, apoyan o protegen el tumor de los
farmacos, en particular células del estroma tumoral y la vasculatura del tumor y que generalmente no expresan
CD138 disminuyendo o perdiendo su funcion de soporte o proteccion.

Los agentes alquilantes de ADN también se prefieren particularmente como moléculas efectoras e incluyen, pero no
se limitan a, analogos o derivados de CC-1065. CC-1065 es un potente antibiético antitumoral aislado a partir de
cultivos de Streptomyces zelensis y se ha demostrado que es excepcionalmente citotoxico in vitro (Patente de
Estados Unidos Num. 4.169.888). Dentro del alcance de la presente invencién son, por ejemplo, los analogos o
derivados de CC-1065 descritos en las Patentes de Estados Unidos 5.475.092, 5.585.499 y 5.739.350. Como
apreciara facilmente el experto en la técnica, los analogos o derivados modificados de CC-1065 como se describe
en la Patente de Estados Unidos Num. 5.846.545 y los profarmacos de andlogos o derivados de CC-1065 como se
describe, por ejemplo, en las Patente de Estados Unidos Num. 6.756.397 también estan dentro del alcance de la
presente invencion. En ciertas realizaciones de la invencion, los analogos o derivados de CC-1065 pueden, por
ejemplo, ser sintetizados como se describe en la Patente de Estados Unidos Num. 6.534.660.

Otro grupo de compuestos que constituyen moléculas efectoras preferidas son los taxanos, especialmente los
altamente potentes y los que contienen grupos tiol o disulfuro. Los taxanos son venenos para el huso mitético que
inhiben la despolimerizacion de la tubulina, lo que da como resultado un aumento en la tasa de ensamblaje de los
microtubulos y la muerte celular. Los taxanos que estan dentro del alcance de la presente invencion se describen,
por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Nums. 6.436.931; 6.340.701; 6.706.708 y las Publicaciones de
Patente de Estados Unidos 20040087649; 20040024049 y 20030004210. Otros taxanos se describen, por ejemplo,
en la Patente de Estados Unidos NUum. 6.002.023, la Patente de Estados Unidos Num. 5.998.656, la Patente de
Estados Unidos NUim. 5.892.063, la Patente de Estados Unidos NUm. 5.763.477, la Patente de Estados Unidos NUum.
5.705.508, la Patente de Estados Unidos Num. 5.703.247 y la Patente de Estados Unidos Num. 5.367.086. Como
apreciara el experto en la técnica, también estan dentro del alcance de la presente invencion taxanos PEGilados
tales como los descritos en la Patente de Estados Unidos NUum. 6.596.757.

Las moléculas efectoras de calicheamicina de acuerdo con la presente invencién incluyen gamma 11, N-acetil
calicheamicina y otros derivados de calicheamicina. La calicheamicina se une de una manera especifica de
secuencia al surco menor del ADN, experimenta reordenamiento y expone a los radicales libres, lo que conduce a la
rotura del ADN de doble hebra, dando como resultado la apoptosis y muerte celular. Un ejemplo de una molécula
efectora de calicheamicina que se pueden utilizar en el contexto de la presente invencién se describe en la Patente
de Estados Unidos Num. 5.053.394.

Un producto inmunoconjugado de acuerdo con la presente invencion comprende al menos un agente de
direccionamiento, en particular anticuerpo de direccionamiento y una molécula efectora. El producto
inmunoconjugado puede comprender moléculas adicionales, por ejemplo, para la estabilizacion. Para los productos
inmunoconjugados, el término "conjugado” se utiliza generalmente para definir la asociacion operativa del agente de
direccionamiento con una o mas moléculas efectoras y no se pretende que haga referencia exclusivamente a
cualquier tipo de asociacion operativa, y no se limita particularmente a "conjugacion” quimica. En tanto que el agente
de direccionamiento sea capaz de unirse al sitio diana y el efector anclado funcione suficientemente como se
pretende, en particular cuando se libera al sitio diana, cualquier modo de unién sera adecuado. Los métodos de
conjugacion segun la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, la unién directa de la molécula efectora con
el anticuerpo de direccionamiento, con o sin modificacion previa de la molécula efectora y/o el anticuerpo de
direccionamiento o el anclaje a través de conectores. Los conectores se pueden clasificar funcionalmente, por
ejemplo, en labil en medio acido, conectores fotolabiles, conectores escindibles por enzimas, tales como los
conectores que pueden ser escindidos por peptidasas. Los conectores escindibles son preferidos en muchas
realizaciones de la invencion. Tales conectores escindibles pueden escindirse bajo las condiciones presentes en el
entorno celular, en particular, un entorno intracelular y que no tengan ningun efecto perjudicial sobre el farmaco
liberado tras la escision. Los pH bajos tales como el pH de 4 a 5, tales como los que existen en ciertos
departamentos intracelulares escindiran acido conectores labiles, mientras que los conectores fotolabiles pueden ser
escindidos, p. €j., mediante luz infrarroja. Sin embargo, se prefieren los conectores que se escinden por/en las
condiciones fisiologicas presentes en la mayoria de las células y se denominan aqui conectores escindibles
fisiologicamente. En consecuencia, se prefieren conectores disulfuro en muchas realizaciones de la invencion.
Estos conectores son escindibles mediante intercambio de disulfuro, que puede ocurrir en condiciones fisioldgicas.
Los conectores disulfuro heterobifuncionales preferidos incluyen, pero no se limitan a, 3-(2-piridilditio)propionato de
N-succinimidilo (SPDP) (véase, p. €j., Carlsson et al. (1978)), 4-(2-piridilditio)butanoato de N-succinimidilo (SPDB)
(véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos Num. 4.563.304), 4-(2-piridilditio)pentanoato de N-succinimidilo (SPP)
(véase, p. €j., Numero de registro CAS 341498-08-6), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de N-
succinimidilo (SMCC) (véase, p. €j., Yoshitake et al., (1979)), y 4-metil-4-[2-(5-nitro-piridil)-ditio]pentanoato de N-
succinimidilo (SMNP) (véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos Num. 4.563.304). Las moléculas conectoras mas
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preferidos para uso en la composicion de la invencion son SPP, SMCC y SPDB.

Otros conectores adecuados pueden incluir enlaces "no escindibles", tales como, pero no limitados a Maleimidometil
ciclohexano carboxilato de sulfosuccinimidilo (SMCC), que es un conector heterobifuncional capaz de unir
compuestos con compuestos que contienen SH. Las moléculas conectoras bifuncionales y heterobifuncionales, tales
como las moléculas conectoras heterobifuncionales dirigidas a hidratos de carbono, tales como la hidrazida de S-(2-
tiopiridil)-L-cisteina (TPCH), también se encuentran dentro del alcance de la presente invencion (Vogel, 2004). La
molécula efectora, tal como un maitansinoide, puede conjugarse con el anticuerpo de direccionamiento a través de
un proceso de dos etapas de reaccion, incluyendo como una primera etapa la modificacion del anticuerpo de
direccionamiento con un reactivo de entrecruzamiento tal como piridilditiopropionato de N-succinimidilo (SPDP) para
introducir grupos ditiopiridilo en el anticuerpo de direccionamiento. En una segunda etapa, un maitansinoide reactivo
que tiene un grupo tiol, tal como DM1, se pueden afiadir al anticuerpo modificado, lo que da como resultado el
desplazamiento de los grupos tiopiridilo en el anticuerpo modificado, y la produccion de producto conjugado de
maitansinoide citotoxico/anticuerpo conectado por disulfuro (Patente de Estados Unidos Num. 5.208.020). Sin
embargo, los procesos de conjugacion de una sola etapa, como los descritos en la Publicacion de Patente de
Estados Unidos Num. 20030055226 de Chari et al también se encuentran dentro del alcance de la presente
invencion. En una realizacion de la presente invencidon multiples moléculas efectoras del mismo tipo o de tipo
diferente se unen a un anticuerpo de direccionamiento. Como se comentd en otra parte en la presente memoria, la
naturaleza de los conectores empleados puede influir en la destrucciéon por vecindad (Kovtun et al., 2006). Véase
también la discusion de la Fig. 13.

Los analogos o derivados de CC-1065 se pueden conjugar con el agente de direccionamiento a través de por
ejemplo grupos conectores PEG como se describe en la Patente de Estados Unidos NUim. 6.716.821.

Las calicheamicinas se pueden conjugar con los anticuerpos de direccionamiento a través de conectores (Patente
de Estados Unidos NUm. 5.877.296 y Patente de Estados Unidos Num. 5.773.001) o de acuerdo con los métodos de
conjugacion descritos en la Patente de Estados Unidos NUum. 5.712.374 y Patente de Estados Unidos Num.
5.714.586. Otro método preferido para la preparacion de productos conjugados de calicheamicina se describe en la
Publicacion de Patente de Estados Unidos 20040082764. Los productos inmunoconjugados de la presente
descripcion puede adoptar la forma de proteinas de fusién recombinantes.

El término "agentes citotdxicos" comprende "farmacos citotdxicos/cancer”, incluyendo agentes quimioterapéuticos
como melfalan, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y doxorrubicina liposomal (DOXIL), ciclofosfamida,
etopdsido, citarabina y cisplatino, corticosteroides como prendisona y dexametasona y agentes tales como
talidomida, bortezomib, lenalidomida, pero también inhibidores de quinasas tales como los inhibidores sorafenib o
HDAC o (histona desacetilasa) tales como romidepsina asi como agentes inhibidores del crecimiento, agentes anti-
hormonales, agentes anti-angiogénicos, cardioprotectores, agentes inmunoestimuladores, agentes
inmunosupresores, inhibidores de la angiogénesis, inhibidores de proteina tirosina quinasa (PTK). También se
incluyen en esta definicion los agentes citotdxicos basados en anticuerpos, incluyendo productos inmunoconjugados
y anticuerpos que tienen un efecto citotdxico reconocido en la técnica. Anti-CD40 es un anticuerpo preferido. Otros
anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, p. €j., AVASTIN (bevacizumab) o MYELOMACIDE (milatuzumab).

THALOMID (o-(N-ftalimido)glutarimida; taliomida), es un agente inmunomodulador. La férmula empirica de la
talidomida es C13H1oN204 y el peso molecular en gramos es 258,2. El nimero CAS de la talidomida es 50-35-1.
Parece tener multiples acciones, incluyendo la capacidad para inhibir el crecimiento y la supervivencia de células de
mieloma de diversas maneras y para inhibir el crecimiento de nuevos vasos sanguineos.

VELCADE es un inhibidor del proteosoma que se utiliza para tratar el mieloma mudltiple. Se cree que VELCADE
actla sobre las células de mieloma causando la muerte celular, y/o actua indirectamente inhibiendo el crecimiento
de células de mieloma y la supervivencia actuando sobre el microentorno de la médula. Sin limitarse a una teoria o
modo de accion especificos, VELCADE por lo tanto altera los procesos celulares normales, dando como resultado la
inhibicién del proteosoma que promueve la apoptosis.

REVLIMID es un agente inmunomodulador. Se cree que REVLIMID afecta a mudltiples vias en las células de
mieloma, induciendo de ese modo la apoptosis, inhibiendo el crecimiento de células de mieloma, inhibiendo el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) inhibiendo de este modo la angiogénesis, y reduciendo la adherencia de
células de mieloma a las células estromales de médula dsea.

La dexametasona es una hormona esteroide de glucocorticoide sintético que actia como anti-inflamatorio e
inmunosupresor. Cuando se administra a pacientes con cancer, la dexametasona puede contrarrestar los efectos
secundarios de la terapia del cancer. La dexametasona también se puede administrar sola o junto con otros agentes
anticancerosos, incluyendo talidomida, adriamicina o vincristina.

El término "combinado con" no se limita a la administracion exactamente al mismo tiempo. En lugar de ello, el
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término abarca la administracion del producto inmunoconjugado de la presente invencion y el otro régimen (p. €j.,
radioterapia) o agente, en particular los agentes citotoxicos antes mencionados en una secuencia y dentro de un
intervalo de tiempo de manera que puedan actuar conjuntamente para proporcionar un beneficio que se incrementa
en comparacion con el tratamiento con el producto inmunoconjugado de la presente invencién solo o, por ejemplo, €l
otro o los otros agentes. Se prefiere que el producto inmunoconjugado y el otro o los otros agentes actien de forma
aditiva, y se prefiere especialmente que actien sinérgicamente. Tales moléculas se proporcionan adecuadamente
en cantidades que son eficaces para el propésito pretendido. EI médico experto puede determinar empiricamente, o
considerando la farmacocinética y los modos de acciéon de los agentes, la dosis o las dosis apropiadas de cada
agente terapéutico, asi como los tiempos y métodos de administraciéon apropiados. Tal como se utiliza en el contexto
de la presente descripcion "co-administracion" se refiere a la administracion al mismo tiempo que el producto
inmunoconjugado, a menudo en una forma de dosificacion combinada.

El término "identidad de secuencia" se refiere a una medida de la identidad de las secuencias de nucleétidos o
secuencias de aminoacidos. En general, las secuencias se alinean de modo que se obtiene el mayor orden de
coincidencia. "ldentidad", per se, tiene un significado reconocido en la técnica y puede calcularse usando técnicas
publicadas. (Véase, por ejemplo: Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, New
York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993;
Computer Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994;
Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991). Aunque existen varios métodos para medir
la identidad entre dos secuencias de polinucleétidos o polipéptidos, el término "identidad" es bien conocido por los
expertos en la técnica (Carillo, H. y Lipton, D., SIAM J Applied Math 48: 1073 (1988)).

El que cualquier molécula de acido nucleico concreta sea al menos 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a, por ejemplo, la secuencia de acido nucleico de nBT062, o una parte de la misma,
se puede determinar convencionalmente utilizando programas informaticos conocidos como soporte légico DNAsis
(Hitachi Software, San Bruno, Calif.) para un alineamiento de secuencia inicial seguido de soporte l6gico de
secuencia de ADN/proteina ESEE version 3,0 (cabot@trog.mbb.sfu.ca) para mdltiples alineamientos de secuencias.

El que la secuencia de aminoacidos sea al menos 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% idéntica a, por ejemplo al SEQ ID NO: 1 o al SEQ ID NO: 2, o una parte de los mismos, se puede determinar
utilizando programas informaticos conocidos como el programa BESTFIT (Wisconsin Sequence Analysis Package,
Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, Wis.
53711). BESTFIT utiliza el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2:
482-489 (1981), para encontrar el mejor segmento de homologia entre dos secuencias.

Cuando se utiliza DNASIS, ESEE, BESTFIT o cualquier otro programa de alineamiento de secuencias para
determinar si una secuencia concreta es, por ejemplo, idéntica en 95% a una secuencia de referencia segun la
presente invencion, los parametros se ajustan de tal manera que el porcentaje de identidad se calcula sobre la
longitud total del acido nucleico de referencia o la secuencia de aminoacidos y que se permiten huecos en la
homologia de hasta 5% del numero total de nucleétidos en la secuencia de referencia.

Si, en el contexto de la presente invencién, se hace referencia a una cierta identidad de secuencia con una
combinacioén de residuos de una secuencia concreta, esta identidad de secuencia se refiere a la suma de todos los
residuos especificados.

La molécula de anticuerpo basica es una estructura bifuncional en donde las regiones variables se unen al antigeno
mientras que las regiones constantes restantes pueden provocar respuestas independientes de antigenos. Las
principales clases de anticuerpos, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, estan determinadas por las regiones constantes. Estas
clases se pueden dividir adicionalmente en subclases (isotipos). Por ejemplo, la clase IgG tiene cuatro isotipos, a
saber, 1gG1, 1gG2, IgG3, e IgG4 que estan determinadas por las regiones constantes. De las diversas clases de
anticuerpos humanos, se sabe que solo IgG1 humana, IgG2, IgG3 e IgM activan eficazmente el sistema del
complemento. Si bien las regiones constantes no forman sitios de unién al antigeno, la disposicién de las regiones
constantes y la region bisagra puede conferir flexibilidad segmentaria a la molécula lo que le permite unirse al
antigeno.

Diferentes isotipos de IgG pueden unirse a los receptores Fc sobre células tales como monocitos, células B y células
NK, activando de este modo las células para liberar citoquinas. Diferentes isotipos también pueden activar el
complemento, lo que da como resultado inflamacion local o sistémica. En particular, los diferentes isotipos de IgG
pueden unirse a FcyR en diferentes grados. Las FcyRs son un grupo de glicoproteinas de la superficie que
pertenecen a la superfamilia de Ig y se expresan principalmente en los leucocitos. Las glicoproteinas FcyR se
dividen en tres clases designadas FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRII (CD16). Si bien IgG1, 1IgG2 e IgG3 se unen
fuertemente a una variedad de estas clases de glicoproteinas FcyR, IgG4 presenta una unién mucho mas débil. En
particular, 1gG4 es un ligador intermedio de FcyRI, lo que da como resultado una ADCC (citotoxicidad celular
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dependiente de anticuerpo) relativamente baja o incluso nula, y no se une a FcyRllla o FcyRIIA. IgG4 es también un
ligador débil de FcyRIIB, que es un receptor inhibidor. Ademas, IgG4 media una fijacion del complemento débil o
nula y una citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) débil o nula. En el contexto de la presente invencion,
IgG4 puede emplearse especificamente para prevenir el direccionamiento mediado por Fc de FcR hepatico ya que
no muestra ninguna interaccion con FcRyll en LSEC (células endoteliales sinusoidales del higado), ninguna o débil
interaccion con FcRyl-111 en células de Kupffer (macréfagos) y ninguna interaccion con FcRylll en células NK
hepaticas. Ciertas mutaciones que reducen adicionalmente cualquier CDC son también parte de la presente
invencion. Por ejemplo se encontré que residuos de IgG4 en las posiciones 327, 330 y 331 reducian la ADCC
(citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo) y la CDC (Amour, 1999; Shields, 2001). Una o mas mutaciones que
estabilizan el anticuerpo son también parte de la presente invencion (también denominadas en la presente memoria
"mutaciones estabilizadoras"). Estas mutaciones incluyen, en particular, mutaciones de leucina a acido glutamico en
la region CH2 de IgG4 e intercambios de serina a prolina en el niucleo de la bisagra de IgG4. Estas mutaciones
disminuyen, en ciertas realizaciones de la invencion, la cantidad de semi-moléculas a menos de 10%, menos de 5%
y preferiblemente menos de 2% o 1%. Ademas, la media vida in vivo de los anticuerpos estabilizados de este modo
puede aumentarse varios dias, incluyendo 1, 2, 3, 4 o mas de 5 dias (Schuurman, 1999).

Los agentes de direccionamiento, incluyendo los anticuerpos de direccionamiento descritos en la presente memoria
también pueden ser descritos o especificados en términos de su afinidad de unién al antigeno, en particular para
CD138. Las afinidades de union preferidas de los agentes de direccionamiento tales como los anticuerpos dirigidos
se caracterizan por constantes de disociacion Kp (nM) de menos de 1,6, menos de 1,5 o aproximadamente o menos
de 1,4. Para los productos inmunoconjugados que comprenden dichos agentes de direccionamiento tales como los
anticuerpos dirigidos se prefieren constantes de disociacion Kp (nM) de menos de 1,6, menos de 1,5 o menos de
2,5, menos de 2,4, menos de 2,3, menos de 2,2, menos de 2,1, menos de 2,0, menos de o aproximadamente 1,9.

Una region de union a antigeno (ABR) de acuerdo con la presente invencion puede variar en funcién del tipo de
anticuerpo direccionamiento o anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente empleado. En un
anticuerpo de origen natural y en la mayoria de los anticuerpos quiméricos y humanizados, la region de union a
antigeno se compone de una cadena ligera y los dos primeros dominios de una cadena pesada. Sin embargo, en un
anticuerpo de cadena pesada desprovisto de cadenas ligeras, la regién de unién a antigeno se compondra, p. €j.,
solo de los dos primeros dominios de la cadena pesada, mientras que en anticuerpos de cadena sencilla (scFv), que
combinan en una unica cadena polipeptidica los dominios variables de de cadena ligera y pesada de una molécula
de anticuerpo, la ABR es proporcionada por una sola molécula de polipéptido. Los fragmentos Fab se obtienen
generalmente por digestion con papaina y tienen una cadena ligera y parte de una cadena pesada y por lo tanto
comprenden un ABR con solo un sitio de combinacién con el antigeno. Por otro lado, los anticuerpos bivalentes son
pequefios fragmentos de anticuerpos con dos regiones de unién a antigeno. En el contexto de la presente invencion,
sin embargo, una regidon de unién antigeno de un anticuerpo de direccionamiento o anticuerpo de direccionamiento
modificado genéticamente es cualquier regiéon que determina principalmente la especificidad de unién del
anticuerpo de direccionamiento o del anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente.

Si se dice que una ABR u ofra regién del anticuerpo de direccionamiento es "de un determinado anticuerpo”, p. gj.,
un anticuerpo humano o no humano, esto significa en el contexto de la presente invencion que la ABR es o bien
idéntica a una ABR correspondiente de origen natural o se basa en ella. Una ABR esta basada en una ABR de
origen natural si tiene la especificidad de unidon de la ABR de origen natural. Sin embargo, tal ABR puede
comprender, por ejemplo, mutaciones puntuales, adiciones, supresiones o modificaciones postraduccionales tales
como glicosilacion. Tal ABR en particular podra tener una identidad de secuencia de mas de 70%, mas del 80%,
mas del 90%, preferiblemente mas de 95%, mas del 98% o mas de 99% con la secuencia de la ABR de origen
natural.

El direccionamiento homogéneo de un agente de direccionamiento tal como un anticuerpo de direccionamiento, pero
en particular un producto inmunoconjugado que lo comprende, en el contexto de la presente invencion, es una
medida de la varianza asociada con la obtencion del resultado deseado de dicho direccionamiento con el agente de
direccionamiento. En ciertas realizaciones de la invencion, el resultado deseado se obtiene mediante una simple
union a la diana. Este es, por ejemplo, el caso en realizaciones en las que un determinado agente de
direccionamiento proporciona proteccion contra la posterior unién. Sin embargo, la homogeneidad de un agente de
direccionamiento se puede evaluar faciimente, por ejemplo, a través de la eficacia de un producto inmunoconjugado
que comprende dicho agente de direccionamiento. Por ejemplo, la eficacia de dicho producto inmunoconjugado
contra un antigeno tumoral como CD138 que comprende un efector destinado a destruir las células tumorales y/o
detener el crecimiento de un tumor puede ser determinada por el grado de supresion del crecimiento de un tumor
que comprende células que expresan el antigeno CD138. Tal producto inmunoconjugado puede mostrar una alta
variacion en su eficacia. Puede, por ejemplo, detener el crecimiento del tumor a veces con una alta eficacia, pero
otras veces con una eficacia que apenas supera la eficacia del control. Una baja varianza en la eficacia de un
producto inmunoconjugado, por otro lado, muestra que el producto inmunoconjugado y/o el agente de
direccionamiento, respectivamente, proporcionan el resultado deseado de forma coherente. Una forma de cuantificar
la homogeneidad del direccionamiento es calcular la variacion del direccionamiento. En el contexto del
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crecimiento tumoral detenido por un producto inmunoconjugado que comprende un cierto agente de
direccionamiento, la variacion del direccionamiento se puede calcular determinando en primer lugar el tiempo para
que un tumor alcance un volumen predeterminado, por ejemplo de 300 mm?. Preferiblemente, se elige el volumen
predeterminado de modo que cualquier crecimiento del tumor antes y después de alcanzar dicho volumen
predeterminado esté aumentando constantemente a aproximadamente la misma tasa. Después de determinar tal
momento para un grupo de sujetos se calcula la media de estos tiempos (T ) en el grupo de sujetos (p. €j., ratones
SCID u otro modelo adecuado que presente crecimiento del tumor homogénea). EI T, se correlaciona a
continuacion con las observaciones realizadas en el sujeto del grupo que muestra la menor eficacia en el
direccionamiento y que por lo tanto esta asociado con tumores que necesitan el menor tiempo (Tf) para alcanzar
dicho volumen predeterminado, y, por otro lado, el sujeto del grupo con mayor eficacia en el direccionamiento y que
por lo tanto esta asociado con tumores que necesitan mas tiempo (Ts) para llegar a dicho volumen predeterminado
mediante el calculo de la variacion del direccionamiento para el volumen predeterminado de acuerdo con la siguiente
férmula:

Variacion del direccionamiento [%] = Ts-Tf/Tm x 100

En una realizacion preferida, la variacion del direccionamiento del producto inmunoconjugado que comprende el
anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente de la presente invenciéon es menor de 150%, menor de
140%, menor de 130%, menor de 120%, menor de 110%, menor de 100%, menor de 90%, menor de 80%, menor de
70%, menor de 60%, o menor de 50%, y en ciertas realizaciones incluso menor re 45%. Preferiblemente, la variacion
de direccionamiento se encuentra entre aproximadamente 10% y aproximadamente 150%, preferiblemente entre
aproximadamente 10% y aproximadamente 100%, aproximadamente 10% y aproximadamente 80%,
aproximadamente 10% y aproximadamente 70%, aproximadamente 10% y aproximadamente 60%,
aproximadamente 10% y aproximadamente 50%.

La homogeneidad del direccionamiento puede ser cuantificada también por otros medios tales como la
determinacion del retraso del crecimiento tumoral. Ademas, como comprendera el experto en la técnica facilmente el
volumen tumoral de un tamafo determinado es solo un parametro sobre el que se puede determinar variacién de
direccionamiento base. Dependiendo del resultado deseado, se pueden emplear otros parametros incluyendo el
tiempo (para, p. €j., medir el retraso del crecimiento del tumor) o el % de la unién. El experto en la técnica puede
determinar facilmente tales otros parametros.

La FIG. 9 muestra en (C) y (D) las diferencias de homogeneidad de direccionamiento/unién entre productos
inmunoconjugados que comprenden el anticuerpo murino BB4 (BB4-SPP-DM1; FIG. 9C) y el anticuerpo de
direccionamiento modificado genéticamente nBT062 (nBT062-SPP-DM1; FIG. 9D) basado en el mismo. Como se
puede observar a partir de estos graficos, los resultados obtenidos con el producto inmunoconjugado que
comprende el anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente son sustancialmente mas homogéneos que
los obtenidos con los productos inmunoconjugados que comprenden el anticuerpo murino. Esto es particularmente
notable ya que la regiéon de unién al anticuerpo de BB4 no se modific6 en nBT062. Por lo tanto, el producto
inmunoconjugado que comprende la region de unién al anticuerpo del anticuerpo murino, pero no otras partes del
anticuerpo murino, mostraron propiedades que superaron con creces los resultados que podrian esperar los
expertos en la técnica.

nBT062 (véase también la Fig. 1) es un mAb IgG4 quimérico murino-humano, una versiéon quimerizada de B-B4.
Esta version quimerizada de B-B4 fue creada para reducir la respuesta HAMA (anticuerpo humano anti-ratéon por
"Human Anti-Mouse Antibody), mientras se mantiene la funcionalidad de la regién de unién al anticuerpo de B-B4
por CD138. Sorprendentemente, los resultados obtenidos utilizando un producto inmunoconjugado que comprende
el anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente fueron mucho mas homogéneos (se redujo la variacion
en los resultados). A continuacion se especifica el protocolo para la produccion de nBT062. Las células de ovario de
hamster chino que expresan nBT062 se han depositado en el DSMZ-Deutsche Sammlung von und Mikroorganismen
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1, D-38124 Braunschweig, el 11 de Diciembre de 2007. El nimero de
identificacion es DSM ACC2875. Un anticuerpo quimérico especifico de CD138 basado en B-B4 se denomina
genéricamente en la presente memoria c-B-B4.

La secuencia de aminoacidos para las cadenas tanto pesada como ligera se ha predicho a partir de la traduccién de
la secuencia de nucledtidos para nBT062. Las secuencias de aminoacidos pronosticadas para la cadena pesada y la
cadena ligera se presentan en la Tabla 1. Las regiones variables pronosticadas estan en negrita, las CDR
pronosticadas estan subrayadas.
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Tabla 1. Secuencia de aminoacidos pronosticada para nBT062

secuencia pronosticada de la cadena pesada de -nBT062 (SEQ ID NO: 1):

1 QVQLOQOSGSE LMMPGASVKI SCKATGYTFS NYWIEWVKQR PGHGLEWIGE
51 ILPGTGRTIY NEKFKGKATF TADISSNTVQ MQLSSLTSED SAVYYCARRD
101 YYGNFYYAMD YWGQGTSVTV SSASTKGPSV FPLAPCSRST SESTAALGCL
151 VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VIVPSSSLGT
201 KTYTCNVDHK PSNTKVDKRV ESKYGPPCPS CPAPEFLGGP SVFLFPPKPK
251 DTLMISRTPE VTCVVVDVSQ EDPEVQFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQFNS
301 TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE YKCKVSNKGL PSSIEKTISK AKGQPREPQV
351 YTLPPSQEEM TKNQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL
401 DSDGSFFLYS RLTVDKSRWQ EGNVFSCSVM HEATLHNHYTQKSLSLSLG (K)

La lisina C-terminal es propensa a la saturacion y podria estar presente debido a la saturacién incompleta hasta
cierto punto. La (K) en paréntesis no es parte del SEQ ID NO 1.

- secuencia pronosticada de la cadena ligera de nBT062 (SEQ ID NO: 2):

1 DIQMTQSTSS LSASLGDRVT ISCSASQGIN NYLNWYQQKP DGTVELLIYY
51 TSTLQSGVPS RFSGSGSGTD YSLTISNLEP EDIGTYYCQQ YSKLPRTFGG
101 GTKLEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV
151 DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
201 LSSPVTKSFN RGEC

Tabla 2. muestra una comparacion de las definiciones de CDR generales de Kabat y Chothia y las CDR
pronosticadas para BT062

nBT062

CDR1: residuos 24-34
CDR2: residuos 50-56
CDRaS: residuos 89-97

Definiciéon de CDR de Kabat
Cadena ligera CDR1: residuos 24-34
CDR2: residuos 50-56

CDRa3: residuos 89-97

CDR1: residuos 31-35
CDR2: residuos 51-68
CDRa3: residuos 99-111

CDR1: residuos 31-35
CDR2: residuos 50-56
CDRa3: residuos 95-102

Cadena pesada

nBT062

CDRT1: residuos 24-34
CDR2: residuos 50-56
CDRaS: residuos 89-97

Definiciéon de CDR de Chothia

CDRT1: residuos 26-32
CDR2: residuos 50-52
CDRS: residuos 91-96

Cadena ligera

Cadena pesada CDR1: residuos 26-32 CDR1: residuos 31-35
CDR2: residuos 52-56 CDR2: residuos 51-68
CDRa3: residuos 96-101 CDRa3: residuos 99-111
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BT062 es un producto inmunoconjugado que comprende el anticuerpo quimérico nBT062 dirigido a CD138 que esta
anclado a través de un conector, aqui SPDB, al derivado citostatico maitansinoide DM4. Una representacion quimica
de BT062 se proporciona en las FIGS. 1 y 2. Los productos inmunoconjugados que comprenden nBT062 y una
molécula efectora maitansinoide se caracterizan a menudo en términos de su conector y el efector maitansinoide, p.
€j., nBT062-SMCC-DM1, es un producto inmunoconjugado que comprende nBT062, SMCC (un conector "no
escindible" que contiene un enlace tioéster) y DM1 como efector. Mas genéricamente, un producto inmunoconjugado
que contiene nBT062 y una molécula efectora también se pueden describir como nBT062-conector-efector o
simplemente como nBT062-efector (nBTO62N, en donde N es cualquier efector descrito en la presente memoria.

Se hace referencia en la presente memoria a una contraparte sin impedimento (Ul: producto inmunoconjugado sin
impedimento) de un producto inmunoconjugado que comprende un anticuerpo de direccionamiento modificado
genéticamente contra CD138 anclado a una molécula efectora a través de un conector escindible (CL) y se describe
en la presente memoria como UICL, que esta en contraste con un producto inmunoconjugado en el que dicha
molécula efectora experimenta impedimento estérico, y contiene un conector escindible (HICL -producto
inmunoconjugado, conector escindible). EI UICL es un producto inmunoconjugado equivalente al HICL que
comprende un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente en el que la molécula efectora, sin
embargo, no experimenta impedimento estérico. Los ejemplos de un par de HICL/UICL son BT062 y nBT062-SPP-
DM1. Una contraparte sin impedimento de tal producto inmunoconjugado que comprende un conector no escindible
(UINCL) se refiere al producto inmunoconjugado equivalente que comprende un anticuerpo de direccionamiento
modificado genéticamente en el que la molécula efectora no experimenta impedimento estérico y comprende un
conector no escindible. Para BT062, nBT062-SMCC-DM1 constituiria un ejemplo de tal contraparte sin impedimento
que comprende un conector no escindible (UNICL).

Un crecimiento de una actividad inhibidora de tumor (= actividad inhibidora de crecimiento del tumor) de un producto
inmunoconjugado es una medida relativa. Describe la actividad inhibidora del crecimiento del tumor de un producto
conjugado con respecto a la actividad del producto inmunoconjugado de rendimiento mas alto cuya actividad se
establece como 100%. Por ejemplo, si la actividad del producto inmunoconjugado de rendimiento mas alto, por
ejemplo, BT062, que causa un retraso en el crecimiento del tumor (TGD) de 32 dias, se establece como 100%, la
actividad de, p. €j., nBT062-DM1, que muestra un retraso del crecimiento tumoral (TGD) de 18 dias se calcula de la
siguiente manera:

Actividad Inhibidora del Crecimiento Tumoral =

100X (TGDngTo62-om1/ TGDgT062),
mas genéricamente:

Actividad Inhibidora del Crecimiento Tumoral =
100X (TGDMuestra/TGDReferencia)-
La Tabla 3 proporciona ejemplos adecuados de los resultados representados en la Fig. 11 B:

Tabla 3: Retraso del crecimiento del tumor (TGD) y % de Actividad de nBT062-DMx contra xenoinjertos de tumor
MOLP-8 en ratones SCID basados en grupos de tratamiento que reciben una dosis de 450 pg/kg.

TGD* (dias) % Actividad**
PBS 0 0
nBT062-SMCC-DM1 18 56
BT062 32 100
nBT062-SPP-DM1 13 40

(*) Retraso del crecimiento del tumor en dias (TGD) como tiempo medio en dias para el grupo de tratamiento para
alcanzar un tamario predeterminado (160 mm3) menos el tiempo medio para que el grupo control alcance este
tamano predeterminado.

(**) Actividad Inhibidora del Crecimiento Tumoral = 100x(TGDwmuestra/ TGDgro62). La actividad de BT062 se define
como 100%.

En el ejemplo proporcionado en la Tabla 2, BT062 proporciona un crecimiento de una actividad inhibidora de tumor
que excede la de su contraparte sin impedimento (nBT062-SPP-DM1) en 60%, y un crecimiento de una actividad
inhibidora de tumor que excede la de su producto inmunoconjugado contraparte sin impedimento que comprende un
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conector no escindible (nBT062-SMCC-DM1) en 44%.

Se informdé previamente que un conector escindible en, p. ej., productos inmunoconjugados de huC242-
maitansinoide puede proporcionar el denominado efecto de vecindad. Goldmahker et al. (Publicacion de Patente de
Estados Unidos Num. 2006/0233814) también describen que el efecto de vecindad es particularmente pronunciado
cuando la molécula efectora esta sujeta a modificacion adicional, en particular, alquilacion, después de la escision
del agente de direccionamiento. Goldmahker et al. también mostré que UICL muestra mejor TGD que el respectivo
UINCL (véase, p. €j., la Fig. 6 de la Publicacion de Patente de los Estados Unidos 2006/0233814).

Sin embargo, la eficacia global de los productos inmunoconjugados HICL/UICL/UINCL parecen diferir de producto
inmunoconjugado a producto inmunoconjugado y/o de diana a diana. Por ejemplo, el HICL trastuzumab-SPP-DM4
fue claramente superado en su capacidad para reducir el tamaio del tumor por el UINCL trastuzumab-SMCC-DM1,
mientras que el rendimiento del producto inmunoconjugado UICL trastuzumab-SPP-DM1 se parecia
sustancialmente al del correspondiente HICL (véase la Publicacion de Patente de Estados Unidos Num.
2008/0171040 de Eberts et al.), produciendo de este modo los resultados obtenidos en funcion del producto
inmunoconjugado y la diana.

Aqui, se encontrd otra relacion. Si bien el HICL superé al UICL y UNICL, también se encontré sorprendentemente
que un UICL en un alto régimen de dosificacion tnica (250 pg/kg) en realidad no mostré mejores resultados que el
UINCL. De hecho, el TGD en dias que se observé en un UICL en dicho régimen fue en realidad inferior al del UINCL.
Esta observacién se hizo mas pronunciada con un aumento de la dosis (450 pg/kg). En suma, como se muestra en
la Fig. 11A, el HICL super6 al UICL en experimentos de dosis individuales, asi como en experimentos de multiples
dosis (no mostrado), hasta un grado inesperado. Ademas, el UICL fue superado inesperadamente por el UINCL con
dosis mas altas.

Los agentes de direccionamiento, en particular, los anticuerpos de direccionamiento, y/o los productos
inmunoconjugados descritos en la presente memoria pueden administrarse por cualquier via, incluyendo la via
intravenosa, parenteral, oral, intramuscular, intratecal o en forma de aerosol. El modo de liberacién dependera del
efecto deseado. Un experto en la técnica sabra faciimente la mejor via de administracion para un tratamiento
concreto de acuerdo con la presente invencion. La dosificacion apropiada dependera de la via de administracion y el
tratamiento indicado, y puede ser determinada facilmente por un experto en la técnica en vista de los protocolos de
tratamiento actuales.

Las composiciones farmacéuticas que contienen un agente de direccionamiento no conjugado, el producto
inmunoconjugado de la presente invencion y/o cualquier agente citotdxico mas como ingredientes activos se pueden
preparar de acuerdo con técnicas de composicion farmacéutica convencionales. Véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 172 Ed. (1985, Mack Publishing Co., Easton, Pa.). Tipicamente, las cantidades eficaces de
ingredientes activos se pueden mezclar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo puede adoptar
una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada para la administracion, por
ejemplo, intravenosa, oral, parenteral, intratecal, transdérmica, o mediante aerosol.

Para la administracion oral, el agente de direccionamiento y/o el producto inmunoconjugado y/o el agente citotéxico
se pueden formular en preparaciones sélidas o liquidas tales como capsulas, pildoras, comprimidos, grageas, masas
fundibles, polvos, suspensiones o emulsiones. En la preparacion de las composiciones en forma de dosificacién oral,
se puede emplear cualquiera de los medios farmacéuticos usuales, tal como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites,
alcoholes, agentes aromatizantes, conservantes, agentes colorantes, agentes de suspension y similares en el caso
de preparaciones liquidas orales (tales como, por ejemplo, suspensiones, elixires y soluciones); o vehiculos tales
como almidones, azulcares, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y
similares en el caso de preparaciones solidas orales (tales como, por ejemplo, polvos, capsulas y comprimidos).
Debido a su facilidad de administracion, los comprimidos y las capsulas representan la forma unitaria de dosificacion
oral mas ventajosa, en cuyo caso se emplean obviamente vehiculos farmacéuticos solidos. Si se desea, los
comprimidos pueden estar recubiertos de azlcar o con revestimiento entérico por medio de técnicas convencionales.
El agente activo debe ser estable en el paso por el tracto gastrointestinal. Si fuera necesario, se pueden utilizar
agentes adecuados para el paso estable, y pueden incluir fosfolipidos o derivados de lecitina descritos en la
bibliografia, asi como liposomas, microparticulas (incluyendo microesferas y macroesferas).

Para la administraciéon parenteral, el agente de direccionamiento y/o el producto inmunoconjugado y/o el agente
citotoxico se pueden disolver en un vehiculo farmacéutico y administrarse en forma de una solucion o una
suspension. Son ilustrativos de los vehiculos adecuados agua, solucion salina, solucion de tampén fosfato (PBS),
soluciones de dextrosa, soluciones de fructosa, etanol o aceites de origen animal, vegetal o sintético. El vehiculo
también puede contener otros ingredientes, por ejemplo, conservantes, agentes de suspension, agentes
solubilizantes, tampones y similares. Cuando estan siendo administrados el agente de direccionamiento no
conjugado y/o el producto inmunoconjugado y/o un agente citotoxico intracerebroventricularmente o intratecalmente,
también pueden disolverse en liquido cefalorraquideo.
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Las dosis administradas a un sujeto pueden especificarse como cantidad, por area de superficie del sujeto (que
incluye seres humanos asi como animales no humanos). La dosis se puede administrar a tal sujeto en cantidades,
preferiblemente, pero no excluswamente de aproxmadamente 5 mg/m a aproxmadamente 300 mg/m incluyendo
aproxmadamente 20 mg/m , aproxmadamente 50 mg/m aproxmadamente 100 mg/m aproximadamente 150
mg/m aproximadamente 200 mg/m y aproximadamente 250 mg/m Los agentes de direccionamiento/productos
inmunoconjugados se administran adecuadamente de una vez o a lo largo de una serie de tratamientos. En un
régimen de dosis multiple estas cantidades se pueden administrar una vez al dia, una vez por semana, una vez cada
dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez cada cinco semanas 0 una vez
cada seis semanas. Las dosis de carga con una alta dosis Unica o, alternativamente, dosis menores que se
administran poco después otra seguidas por dosis cronometradas a intervalos mas largos constituyen una
realizacion preferida de la presente invencion. En una realizacion preferida, la temporizacion de las dosis se ajusta
para un sujeto de manera que haya pasado suficiente tiempo antes de una segunda y/o cualquier tratamiento
posterior de manera que la dosis anterior haya sido metabolizada sustancialmente, pero la cantidad de producto
inmunoconjugado presente en el sistema del sujeto todavia inhiba, retrase y/o prevenga el crecimiento de un tumor.
Un régimen de "dosis Unica repetida" |Iustrat|vo comprende administrar una dosis inicial de producto
inmunoconjugado de aproximadamente 200 mg/m una vez cada tres semanas. Alternativamente, una dosis inicial
alta puede estar seguida de una dosis de mantenimiento bisemanal de aproximadamente 150 ug/m Sin embargo,
pueden ser Utiles otros regimenes de dosificacion. El progreso de esta terapia se controla facilmente mediante
técnicas y analisis conocidos. La dosificacion puede variar dependiendo de si se administra con propdsitos
preventivos o terapéuticos, el curso de cualquier terapia previa, el historial clinico del paciente y la respuesta al
agente de direccionamiento/producto inmunoconjugado, y la discrecién del médico a cargo.

En una realizacion, el producto inmunoconjugado se administra junto con uno o mas agentes citotdxicos tales como
un anticuerpo relevante o un fragmento del mismo, que es eficaz en el tratamiento de la misma enfermedad o una
co-morbilidad adicional; por ejemplo, se puede administrar un producto inmunoconjugado especifico de CD138
combinado con un anticuerpo que reconoce a otro antigeno que se expresa en exceso en el tipo diana de cancer.
Un ejemplo de un anticuerpo que puede ser administrado combinado con un producto inmunoconjugado especifico
de CD138 es un anticuerpo anti-CD40 (Tai et al., 2006).

Otros anticuerpos anti-cancerosos y productos inmunoconjugados que se pueden co-administrar con los productos
inmunoconjugados descritos en la presente memoria, incluyen, pero no estan limitados a, p. ej.,, AVASTIN
(bevacizuab) o MYELOMACIDE (milatuzumab).

El producto inmunoconjugado de la presente invencion puede también ser administrado en particular en los
regimenes de tratamiento con quimioterapia de dosis alta (preferiblemente, melfalan, melfalan/prednisona (MP),
vincristina/doxorrubicina/dexametasona (VAD), doxorrubicina liposomal/vincristina, dexametasona (DVd),
ciclofosfamida, etopdsido/dexametasona/citarabina, cisplatino (EDAP)), trasplantes de células madre (p. e€j.,
trasplante autdlogo de células madre o el trasplante alogénico de células madre, y/o trasplante de células madre
minialogénico (no mieloablativo)), esteroides (p. €j., corticosteroides, dexametasona, talidomida/dexametasona,
prednisona, melfalan/prednisona), terapia de apoyo (p. e€j., bifosfonatos, factores de crecimiento, antibiéticos,
inmunoglobulina intravenosa, radioterapia en dosis bajas y/o intervenciones ortopédicas), THALOMID (talidomida,
Celgene), VELCADE (bortezomib, Millennium), y/o REVLIMID (lenalidomida) (Chelgene Corporation) y/u otros
tratamientos de mieloma mudltiple incluyendo radioterapia.

Si un producto inmunoconjugado de la presente invencidon se administra combinado con agentes citotoxicos, se
mantienen a menudo las dosis y los regimenes anteriores. Sin embargo, si se co-administran el producto
inmunoconjugado y el agente citotoxico, se prefieren, en ciertas realizaciones, dosis bajas de cada uno de estos
componentes terapéuticos. En tal situaciéon, el producto |nmunoconjugado se puede administrar a dosis de
aproximadamente 5 mg/m a aproximadamente 200 mg/m incluyendo aproxmadamente 20 mg/m
aproximadamente 50 mg/m aproximadamente 100 mg/m aproximadamente 150 mg/m mientras que el agente
citotoxico se administra a dosis que estan por debajo de la recomendacion cuando se administra solo, tal como a
aproximadamente 80% a 20% de la dosis recomendada.

Los datos experimentales obtenidos en experimentos basados en cultivos celulares (Fig. 7) y con ratones (Fig. 8 a
11), se confirmé adicionalmente con experimentos que apoyaron adicionalmente estos hallazgos.

La patogénesis del mieloma multiple implica la unién de células de mieloma, a través de moléculas de adherencia a
la superficie celular, a células del estroma de la médula 6sea (BMSC), asi como a la matriz extracelular (ECM). Esta
union desencadena, y por lo tanto se puede hacer responsable en ultima instancia, del crecimiento de las células de
mieloma multiple, la resistencia a farmacos, y la migracion de las células de MM en el medio de la médula 6sea
(Munshi et al. 2008). En particular, la adherencia de células de mieloma multiple a ECM a través de sindecano-1
(CD138) a colageno de tipo I, induce la expresion de la metaloproteinasa de matriz 1, promoviendo de este modo la
resorcion 6sea y la invasion tumoral (Hideshima et al. 2007). Las interacciones entre las células de mieloma multiple
y el microentorno de la médula ésea da como resultado un activacion de una cascada proliferativa pleiotrépica y anti-
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apoptética.

Después de la busqueda de células de mieloma multiple en el compartimiento del estroma de la médula 6sea, la
adherencia entre las células de mieloma multiple y las BMSC regula al alza muchas citoquinas como la
interleuquina-6 (IL-6) y el factor de crecimiento de tipo insulinico 1 (IGF-1), que tienen actividades promotoras del
crecimiento angiogénico y tumoral (Hideshima et al. 2007). Las cascadas de sefalizacion iniciadas por estas
citoquinas dan como resultado en ultima instancia a resistencia de las células de MM a los agentes terapéuticos
convencionales (Anderson et al. 2000; Hideshima et al., 2006).

La eficacia in vivo de nBT062-SPDB-DM4 y nBT062-SPP-DM1 contra las células tumorales positivas para CD138 en
presencia de médula 6sea humana se analizd en un modelo de ratén y los resultados de este analisis se muestran
en la Fig. 12. La Figura muestra que tanto HICL como UICL funcionan bien en este entorno. El aumento en el nivel
de shull-6R que se puede utilizar en este modelo como un parametro del crecimiento celular del MM, fue suprimido
por estos productos inmunoconjugados.

De acuerdo con la presente invencion, el MM se trata como sigue, con el uso de BT062 como ejemplo. Este ejemplo
no pretende limitar la presente invencién en modo alguno, y un experto en la técnica podria determinar faciimente
otros sistemas basados en producto inmunoconjugado o nBT062 que estan dentro del alcance de la presente
invencion y otros regimenes de tratamiento que podrian ser utilizados para el tratamiento de enfermedades tales
como el MM.

Debido a la expresion selectiva de CD138 en las células de MM de pacientes sobre las células accesibles del
torrente sanguineo, la especificidad de nBT062 y la estabilidad de BT062 en el torrente sanguineo, BT062 elimina la
toxicidad sistémica de DM4 y proporciona la oportunidad de dirigir la administracion de la molécula o moléculas
efectoras de DM4 de forma homogénea. Los productos inmunoconjugados de esta invencién proporcionan un medio
para la administracion eficaz de las moléculas efectoras a los sitios celulares donde las moléculas efectoras pueden
ser liberadas de los productos inmunoconjugados. Esta entrega y liberacién dirigidas proporcionan un avance
significativo en el tratamiento del mieloma multiple, para el que los métodos actuales de quimioterapia proporcionan
a veces una remision incompleta.

De acuerdo con la presente invencion el mieloma mudltiple también se trata como sigue: Uno o mas agentes
citotoxicos se administran a las dosis y formas de dosificacion y de acuerdo con protocolos de tratamiento
establecidos para estos agentes citotoxicos a un individuo que también se trata con un producto inmunoconjugado
de la presente invencion.

En particular, un paciente se somete a un régimen de tratamiento utilizando una dosificacion oral de melfalan de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (p. €j., una pildora comercializada bajo la marca registrada ALKERAN) y
una dosificacién apropiada de BT062, por ejemplo, 100 mg/m2 de acuerdo con la presente invenciéon a ciertos
intervalos, por ejemplo, al principio o al final de una sesién de tratamiento con melfalan, para complementar el efecto
del tratamiento con melfalan.

De acuerdo con la presente invencion, en particular los tumores sdlidos también pueden ser tratados como sigue
usando BT062 como ejemplo. Este ejemplo no pretende limitar la presente invencion en modo alguno, y un experto
en la técnica podria determinar facilmente otros productos inmunoconjugados de la presente invencién y otros
regimenes de tratamiento que podrian ser utilizados para el tratamiento de tumores sélidos. El tumor se trata en
primer lugar para reducir el tamafio del tumor, por ejemplo quimioterapéuticamente, p. €j., utilizando doxorrubicina
liposomal, o radiactivamente. La administracion posterior de BT062 de esta invencion proporciona un medio muy
eficaz para eliminar las células cancerosas residuales. La administracion del producto inmunoconjugado permite la
localizacion especifica de estas células residuales y la liberacion de las moléculas efectoras en el sitio diana. La alta
eficacia del producto inmunoconjugado permite, en realizaciones preferidas, un solo régimen de dosificacion. Esta
liberacion y entrega dirigidas proporcionan un avance significativo en el tratamiento de las células cancerosas
residuales de tumores sélidos, para los que los métodos actuales de quimioterapia proporcionan a veces una
remisién incompleta.

La presente invencion se describe adicionalmente mediante la referencia a los siguientes Ejemplos, que se ofrecen a
modo de ilustraciéon. Se utilizan mecanismos convencionales bien conocidos en la técnica o los mecanismos
descritos especificamente a continuacion.

Materiales y Métodos

Construccion de anticuerpos quiméricos (cB-B4: nBT062)

B-B4
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En estos experimentos se utilizd el anticuerpo B-B4 murino previamente caracterizado (Wijdenes et al., Br J
Haematol., 94 (1996), 318).

Clonacién y expresion de B-B4 y cB-B4/nBT062

Se realizaron técnicas de ADN recombinantet convencionales como se describe con detalle en los libros de texto,
por ejemplo en J. Sambrook; Molecular Cloning, A Laboratory Manual; 22 Ed. (1989), Cold Spring Harbor Laboratory
Press, USA, o como recomiendan las instrucciones de los fabricantes en los casos en los que se utilizaron kits. La
clonacion mediante PCR y la modificacién de las regiones variables de ratén se llevaron a cabo utilizando la
metodologia de PCR convencional. Se han utilizado los cebadores indicados en la respectiva seccion de resultados.

Expresién de cB-B4/nBT062

Se cosecharon mediante tripsinizacion y centrifugacion células COS que crecian exponencialmente, cultivadas en
DMEM con un suplemento de FCS al 10%, 580 pg/ml de L-glutamina, 50 Unidades/ml de penicilina y 50 uyg/ml de
estreptomicina y se lavaron en PBS. Las células se resuspendieron en PBS a una concentracion final de 1x107
células/ml. Se transfirieron 700 pl de suspension de células COS a una cubeta Gene Pulser y se mezclaron con ADN
del vector de expresion de las cadenas pesada y ligera kappa (10 ug de cada una o 13 pug de Supervector). Las
células se sometieron a electroporaciéon a 1900 V, 25 uF utilizando un Bio-Rad Gene Pulser. Las células
transformadas se cultivaron en DMEM con un suplemento de FBS libre de gamma-globulina al 10%, 580 pg/ml de L-
glutamina, 50 Unidades/ml de penicilina y 50 pyg/ml de estreptomicina durante 72 horas antes de cosechar los
sobrenadantes de cultivo celular que contenian el anticuerpo.

ELISA de captura para medir los niveles de expresion de cB-B4/nBT062

Se recubrieron placas de 96 pocillos con alicuotas de 100 pl de anticuerpo anti-lgG humana de cabra de 0,4 pug/mi
diluido en PBS (4°C, durante la noche). Las placas se lavaron tres veces con 200 pl/pocillo de tampdén de lavado
(PBS + Tween-20 al 0,1%). Los pocillos se bloquearon con BSA al 0,2%, Tween-20 al 0,02% en PBS, antes de la
adicion de 200 ul de sobrenadantes de cultivo celular que contenian el anticuerpo secretado (incubacion a 37°C
durante una hora). Los pocillos se lavaron seis veces con tampén de lavado, antes de la deteccion del anticuerpo
unido con el producto conjugado con peroxidasa anti-cadena ligera kappa humana de cabra.

Purificacion de cB-B4/nBT062 a partir de sobrenadantes de cultivo celular

El anticuerpo cB-B4 se purificé a partir de los sobrenadantes de células COS 7 transformadas utilizando el kit Protein
A ImmunoPure Plus kit (Pierce, Rockford, IL), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Unién a cB-B4 y analisis competitivo

El analisis de la actividad de unidon de B-B4 y cB-B4 a CD138 se llevo a cabo utilizando el kit Diaclone (Besangon,
Francia) sCD138 de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, teniendo en cuenta los cambios descritos en
la seccion resultados.

Preparacion de ARN y sintesis de ADNc

Se hicieron crecer células de hibridoma B-B4 utilizando el kit Qiagen Midi (Hilden, Alemania) para aislar ARN
siguiendo el protocolo del fabricante. Se sometieron aproximadamente 5 ug de ARN de B-B4 a transcripcion inversa
para producir ADNc de B-B4 utilizando el kit de sintesis de la 12 hebra de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ)
siguiendo el protocolo del fabricante.

Clonacién de ADNc de inmunoglobulina B-B4

El ADNc de la cadena pesada de inmunoglobulina (IgH) se amplificé mediante PCR utilizando el cebador para IgH
MHV7 (5-ATGGGCATCAAGATGGAGTCACAGACCCAGG-3") [SEQ ID NO: 3] y el cebador para la region constante
de 1gG1 MHCG1 (5-CAGTGGATAGACAGATGGGGG-3') [SEQ ID NO: 4]. de un modo similar, se amplificd la
cadena ligera de inmunoglobulina (IgL) utilizando los tres cebadores Igk diferentes MKV2 (5'-
ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTG-3") [SEQ ID NO: 5], MKV4 (5-
ATGAGGGCCCCTGCTCAGTTTTTTGGCTTCTTG-3') [SEQ ID NO: 6] y MKV9 (5'-
ATGGTATCCACACCTCAGTTCCTTG-3") [SEQ ID NO: 7], cada uno combinado con el cebador MKC (5-
ACTGGATGGTGGGAAGATGG-3') [SEQ ID NO: 8]. Todos los productos de amplificacion se ligaron directamente
con el vector pCR2.1-TOPO utilizando el kit de clonacion TOPO-TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Se seleccionaron bacterias E. coli TOP10 (Invitrogen) transformadas con los constructos del vector pCR2.1 ligado
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sobre placas de agar LB-ampicilina-Xgal. Se inocularon cultivos a pequefia escala con colonias de color blanco
individuales, desarrolladas durante la noche y los plasmidos se aislaron utilizando el kit QlAprep Spin Miniprep de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Determinacion de la secuencia de ADNc

Los plasmidos se secuenciaron utilizando BigDye Termination v3.0 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (ABI,
Foster City, CA). Cada plasmido seleccionado se secuencié en ambas direcciones utilizando los cebadores 1210 y
1233 ciclados sobre una maquina de PCR GeneAmp9600. El analisis electrforético de la secuencia se realizé sobre
un secuenciador capilar ABI.

El ciclo completo de RT-PCR, clonacién y analisis de la secuencia de ADN se repitid para obtener tres grupos
completamente independientes de informacién de la secuencia para cada cadena de inmunoglobulina.

Secuencia de ADN Vk de B-B4

Se realizé la sintesis de la 12 hebra en tres reacciones independientes. Los productos de la PCR generados
utilizando los cebadores MKC y MKV2 (secuencias proporcionadas mas arriba) se ligaron en vectores pCR2.1-
TOPO de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los clones de cada grupo independiente de reacciones de
RT-PCR se secuenciaron en ambas direcciones. La secuencia del producto cebado con MKV2 fue muy similar a los
transcritos kappa estériles que se originaban a partir del compafiero de fusion de mieloma tal como MOPC-21, SP2 y
Ag8 (Carroll et al., Mol Immunol., 25 (1988), 991; Cabilly et al., Gene, 40 (1985); 157) y por lo tanto se ignoraron.

Los productos de la PCR que utilizaban MKC con los cebadores MKV4 y MKV9 fueron similares entre si y diferian
solamente en las posiciones de bamboleo dentro del cebador de la secuencia lider.

Secuencia de ADN VH de B-B4

Se llevo a cabo la sintesis de la 12 hebra en tres reacciones independientes y los productos de la PCR se clonaron y
se secuenciaron a partir del producto de cada 12 hebra. Se secuenciaron cinco clones a partir de cada 12 hebra.

Construccioén de vectores de expresion de cB-B4 quiméricos

La construccion de los vectores de expresion quiméricos implica afiadir una secuencia lider apropiada a VH y VK,
precedida por un sitio de restriccion BamHI y una secuencia de Kozak. La secuencia consenso Kozak es crucial para
la traduccion eficaz de una secuencia de la region variable. Define el codon AUG correcto a partir del cual un
ribosoma puede comenzar la traduccién, y la base individual mas critica es la adenina (o menos preferiblemente,
una guanina) en posicion -3, aguas arriba del inicio AUG. La secuencia lider se selecciona como la secuencia mas
similar de la base de datos de Kabat (Kabat et al., NIH National Technical Information Service, 1991). Estas
adiciones se codifican dentro de los cebadores directos (For) (ambos tienen la secuencia 5'-
AGAGAAGCTTGCCGCCACCATGATT-GCCTCTGCTCAGTTCCTTGGTCTCC-3' [SEQ ID NO: 9]; el sitio de
restriccion esta subrayado; la secuencia de Kozak esta en negrita). Ademas, la construccion de los vectores de
expresion quiméricos implica la introducciéon de un fragmento 5' de la regiéon constante gamma1 humana, hasta un
sitio de restriccion Apal natural, contiguo al extremo 3' de la region J de B-B4 y, para la cadena ligera, la adicion de
un sitio donador de empalme y un sitio Hindlll. La secuencia donadora de empalme es importante para el correcto
anclaje en marco de la region variable a su region constante apropiada, empalmando de ese modo el intrén V:C. El
intrén kappa + CK esta codificado en el constructo de expresion aguas abajo de la secuencia B-B4 Vk. De un modo
similar, gamma-4 CH es codificado en el constructo de expresion aguas abajo de la secuencia B-B4 VH.

Los genes B-B4 VH y Vk fueron analizados primero cuidadosamente para identificar cualquier sitio donador de
empalme, sitio aceptor de empalme, secuencias de Kozak adecuados y para determinar la presencia de cualquier
sitio de restriccion de subclonacién extra que pudiera interferir mas tarde en la subclonacion y/o expresion del
anticuerpo completo funcional. Se encontré un sitio Hindlll no deseado en la secuencia Vk que se elimind
necesariamente mediante mutagénesis dirigida al sitio a través de PCR sin cambiar la secuencia de aminoacidos.
Para estas reacciones, se utilizaron los cebadores oligonucleotidicos BTO03 (5-
CAACAGTATAGTAAGCTCCCTCGGACGTTCGGTGG-3') [SEQ ID NO: 10] y BTO04 (5'-
CCACCGAACGTCCGAGGGAGCTTACTATACTGTTG-3') [SEQ ID NO: 11] y la mutagénesis se realizé de acuerdo
con el protocolo del kit de Mutagénesis Quickchange de Stratagene (La Jolla, CA).

Cebadores de quimerizacion de la cadena kappa

La secuencia lider de B-B4 Vk no ambigua, independiente de la secuencia del cebador de la PCR, se aline6é con
secuencias lider murinas en la base de datos de Kabat. El emparejamiento mas préximo para el lider de B-B4 VH
fue VK-10 ARS-A (Sanz et al., PNAS, 84 (1987), 1085). Se prevé que esta secuencia lider se corte correctamente
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por medio del algoritmo SignalP (Nielsen et al., Protein Eng, 10 (1997); 1). Se disefiaron los cebadores CBB4Kfor
(véase mas arriba) y g2258 (5-CGCGGGATCCACTCACGTTTGATTTCCAGCTTGGTGCCTCC-3' [SEQ ID NO:
12];el Sitio de restriccion esta subrayado) para generar un producto de PCR que contuviera este lider completo, la
region B-B4 VK, y los sitios de restriccion terminales Hindlll y BamHI, para la clonacién en el vector de expresion
pKN100. El cebador directo, CBB4K introduce un sitio de restricciéon Hindlll, un sitio de inicio de la traduccion de
Kozak y la secuencia lider VK-10 ARS-A. El cebador inverso g2258 introduce un sitio donador de empalme y un sitio
de restriccion BamHI. El fragmento resultante se clond en los sitios de restriccion Hindlll/BamHI de pKN 100.

Cebadores de quimerizacion de la cadena pesada

La secuencia lider B-B4 VH no ambigua, independiente de la secuencia del cebador de la PCR, se alineé con
secuencias lider murinas de la base de datos de Kabat. El emparejamiento mas préximo para el lider B-B4 VK fue
VH17-1A (Sun et al.,, PNAS, 84 (1987), 214). Se prevé que esta secuencia lider se corte correctamente por medio
del algoritmo  SignalP. Los cebadores cBB4Hfor (véase mas arriba) y g22949 (5-
CGATGGGCCCTTGGTGGAGGCTGAGGA-GACGGTGACTGAGGTTCC-3' [SEQ ID NO: 13]; el Sitio de restriccion
esta subrayado) se disefiaron para generar un producto de PCR que contuviera el lider VH17-1A, la region B-B4 VH,
y los sitios de restriccion Hindlll y Apal terminales, para la clonacién en el vector de expresion pG4D200. El cebador
directo cBBHFor introduce un sitio de restriccion Hindlll, un sitio de inicio de la traduccion de Kozak y la secuencia
lider VH17-1A. El cebador inverso g22949 introduce el extremo 5' de la regién gamma4 C y un sitio de restriccion
Apal natural. El fragmento resultante se clono en los sitios de restriccion Hindlll/Apal de pG4D200, dando como
resultado el vector pG4D200cBB4.

Produccién de anticuerpo cBB4

Se descongel6 un vial de células COS 7 y se hizo crecer en DMEM con un suplemento suero de clon | Fetal al 10%
con antibiéticos. Una semana mas tarde, las células (0,7 ml a 107 células/ml) se sometieron a electroporacion con
pG4D200cBB4 mas pKN100cBB4 (10 ug de cada ADN) o sin ADN. Las células se cultivaron en placa en 8 ml de
medio de crecimiento durante 4 dias. La electroporacion se repitio siete veces.

Deteccioén de anticuerpo quimérico

Se utilizd un ELISA sandwich para medir las concentraciones de anticuerpo en los sobrenadantes de COS 7. Las
células COS 7 transformadas transitoriamente secretaron aproximadamente 6956 ng/ml de anticuerpo (datos no
mostrados).

Actividad de union de cB-B4

Para analizar la actividad de uniéon de cB-B4 en los sobrenadantes de cultivo de COS 7, se utilizé el kit Diaclone
sCD138, un ELISA sandwich en fase sélida. Un anticuerpo monoclonal especifico para sCD138 se habia aplicado
como recubrimiento sobre los pocillos de las tiras de microtitulaciéon proporcionadas. Durante la primera incubacion,
se incubaron simultaneamente sCD138 y el anticuerpo B-B4 biotinilado (bio-B-B4) con una serie de diluciones de
anticuerpo de ensayo no marcado (B-B4 o cB-B4).

Las concentraciones de bio-B-B4 en este analisis se han reducido con el fin de obtener la competicion con bajas
concentraciones de anticuerpo no marcado (las concentraciones de cB-B4 en los sobrenadantes de cultivo de
células COS 7 fueron por otra parte demasiado bajas para obtener suficiente competicion). Los resultados de este
analisis revelan que ambos anticuerpos tienen la misma especificidad para CD138 (datos no mostrados).

Purificacién de cB-B4

Se purificé B-B4 quimérico a partir de los sobrenadantes de células COS 7 utilizando el kit Protein A ImmunoPure
Plus (Pierce), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (datos no mostrados).

Determinacion de Kp: Comparacién nBT062/BB4
Purificacion de CD138 soluble

Se purificod el antigeno CD138 soluble del sobrenadante de cultivo celular U-266 mediante FPLC utilizando una
columna de 1 mL "HiTrap NHS-activated HP" acoplada a B-B4. El sobrenadante de cultivo celular se cargé en
tampon PBS pH 7,4 sobre la columna y mas tarde sobre antigeno CD138 se hizo eluir con trietilamina 50 mM pH 11
en fracciones de 2 mL. El CD138 eluido se neutralizé inmediatamente con 375 uL de Tris-HCI 1M, pH 3 para
prevenir dafios estructurales y/o funcionales.

Biotinilacién de CD138
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Se utilizé Sulfo-NHS-LC (Pierce) para marcar CD138. Las biotinas activadas con NHS reaccionan eficazmente con
los grupos amino primarios como los residuos de lisina en tampones de pH 7-9 para formar enlaces amida estables.

Para la biotinilacion de CD138, se sometieron a eliminaciéon de las sales 50 ul de CD138 utilizando columnas de
centrifugacion para la eliminacion de las sales de las proteinas (Pierce). El reactivo de biotinilacion (EZ-Link Sulfo
NHS-LC-Biotin, Pierce) se disolvié en H,O desionizada enfriada con hielo a una concentracion final de 0,5 mg/mL.
Se mezclaron el reactivo de biotinilacion y la soluciéon con reactivo de captura, habiendo un exceso molar de 12
veces de reactivo de biotinilacion en comparacién con el reactivo de captura (50 pmoles de CD138 con respecto a
600 pmoles de reactivo de biotinilacién) y se incubaron durante 1 h a la temperatura ambiente mientras se sacudia el
vial suavemente. El reactivo de biotinilacion no unido se eliminé utilizando columnas para la eliminacién de las sales
de las proteinas.

Inmovilizacién de bCD138

El chip sensor (SENSOR CHIP SA, BIACORE AB) utilizado en el analisis BIACORE se disefia ara para unir
moléculas biotiniladas para el andlisis de interaccién en sistemas BIACORE. La superficie consiste en una matriz de
dextrano carboximetilado pre-inmovilizada con estreptavidina y lista para la captura de alta afinidad de ligandos
biotinilados. La inmovilizacién de bCD138 se realiz6 sobre SENSOR CHIP SA utilizando una velocidad de flujo de 10
pL/min mediante inyeccion manual. La superficie del chip se acondicion6 con tres inyecciones consecutivas de 1
minuto de NaCl 1 M en NaOH 50 mM. A continuacion se inyecté CD138 biotinilado durante 1 minuto.

Determinacion de la Kp de diferentes anticuerpos utilizando BIACORE

El soporte logico de BIACORE C utiliza marcas pre-definidas, denominadas "Wizards" para diferentes experimentos
en los que solamente se pueden cambiar ciertos ajustes. Puesto que BIACORE C se desarrollé originalmente para
medir concentraciones, no hay ningun asistente disefiado para llevar a cabo mediciones de afinidad. Sin embargo,
con los ajustes adecuados, se podria utilizar el asistente para la "unién no especifica" para medir las constantes de
la tasa de afinidad y por lo tanto se utilizdé para la determinaciéon de Kp. Con este asistente, se midieron dos células
de flujo y la fase de disociacion se ajustdé a 90 s realizando la "Regeneracién 1" con tampodn de migracion de
BIACORE. La "Regeneracion 2" que es equivalente a la regeneracion real se llevo a cabo con Glicina-HCI 10 mM pH
2,5. Después de esta etapa, el ligando CD138 estaba en su estado competente de nuevo. Durante todo el
procedimiento se utilizé HBS-EP como tampdn de migracion y dilucion. Para determinar la unién de los diferentes
anticuerpos (-150 kDa) a CD138, se analizaron la asociacion y disociacion a diferentes concentraciones (100, 50, 25
12,5, 6,25 y 3,13 nM). Las constantes de disociacion en equilibrio se determinaron calculando las constantes de
velocidad ka y kd. Después de eso, se calcularon los valores Kp de los analitos por medio del cociente de kd y ka
con el soporte légico BlAevaluation. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Analisis comparativo de valores de Kp de nBT062 y B-B4. Las desviaciones tipicas se proporcionan para los
valores de Kp medios.

Afinidad
Kb (nM) media Kp (nM)
1,4

nBT062 1,4 1,4 +/- 0,06
1,5
1,7

B-B4 1,7 1,6 +/- 0,06
1,6
1,9

nBT062-SPDB-DM4 1,9 1,9 +/- 0,00
1,9
2,6

B-B4-SPP-DM1 2,7 2,6 +/- 0,06
2,6

Anticuerpo
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se calcularon los valores de Kp medios a partir de tres experimentos independientes. Los resultados demuestran que
en todas las mediciones nBT062 muestra valores de Kp ligeramente menores en comparacion con B-B4 (los valores
de Kp medios fueron 1,4 y 1,6 nM, respectivamente).

Preparacion de Productos Inmunoconjugados
nBT062-DM1 y huC242-DM1

Se sintetizé el maitansinoide que contiene tiol DM1 a partir del producto de la fermentacién microbiana ansamitocina
P-3, como ha descrito previamente Chari (Chari et al., Cancer Res. 1 (1992), 127). la preparacion de C242
humanizado (huC242) (Roguska et al., PNAS, 91 (1994), 969) ha sido descrita previamente. Se prepararon
productos conjugados de anticuerpo-farmaco como se ha descrito previamente (Liu et al., PNAS, 93 (1996), 8618).
Se conectaron una media de 3,5 moléculas de DM1 por molécula de anticuerpo.

nBT062-DM4

BT062 es un producto conjugado de anticuerpo-farmaco compuesto por el farmaco maitansinoide citotéxico, DM4,
conectado a través de enlaces disulfuro por medio de un conector al anticuerpo monoclonal quimerizado nBT062.
Los maitansinoides son anti-mitéticos que inhiben la polimerizacion de tubulina y el ensamblaje de microtubulos
(Remillard et al., Science 189 (1977), 1002). En las FIGS. 1 y 2 se muestran representaciones quimicas y
esquematicas de BT062 (nBT062-DM4).

Sintesis de DM4

El DM4 se prepara a partir del derivado bien conocido maitansinol (Kupchan et al., J. Med. Chem., 21 (1978), 31). El
maitansinol se prepara mediante escision reductiva del radical éster del producto de fermentacién microbiana,
ansamitocina P3, con hidruro de litio-trimetoxialuminio (véase la FIG. 3).

El DM4 se sintetiza mediante acilacion del maitansinol con N-metil-N-(4-metildiopentanoil)-L-alanina (cadena lateral
DM4) en presencia de diciclohexilcarbodiimida (DCC) y cloruro de cinc para dar el maitansinoide que contiene
disulfuro DM4-SMe. El DM4-SMe se reduce con ditiotreitol (DTT) para dar el maitansinoide que contiene tiol deseado
DM4 (véase la FIG. 4 para el diagrama de flujo del procedimiento de DM4).

Producto inmunoconjugado BT062

El procedimiento para la preparacion de nBT062-DM4 se esboza en la FIG. 5. El anticuerpo nBT062 se modifica con
4-(2-piridilditio)butirato de N-succinimidilo (conector SPDB) para introducir grupos ditiopiridilo. El DM4 se mezcla con
el anticuerpo modificado a una concentracion en exceso de los equivalentes de grupos ditiopiridilo. El producto
conjugado de BT062 se forma por medio de una reaccién de intercambio de disulfuro entre el grupo tiol de DM4 y los
grupos ditiopiridilo introducidos en el anticuerpo a través del conector. La purificacion mediante cromatografia y
diafiltracion elimina los reaccionantes de bajo peso molecular (DM4) y los productos de reaccion (tiopiridina), asi
como los productos agregados de anticuerpo conjugado, para producir la sustancia farmacologica a granel.

Analisis FACS y analisis de citotoxicidad WST
Analisis FACS

Las células OPM-2 son lineas celulares de leucemia de células plasmaticas que muestran una elevada expresion de
CD138. Las células OPM-2 se incubaron con nBT062, nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1 o nBT062-SMCC-
DM1 a diferentes concentraciones (indicadas en la FIG. 6). Las células se lavaron y se detectaron el anticuerpo o los
productos conjugados unidos a CD138 utilizando un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia en un analisis
FACS. La fluorescencia media medida en estos experimentos se trazo frente a la concentracion de anticuerpo.

Analisis de viabilidad celular

Las células MOLP-8 CD138" se sembraron en placas de fondo plano a 3000 células/pocillo. Se sembraron células
de control CD138-BJAB a 1000 células/pocillo. Las células se trataron con nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1 o
nBT062-SMCC-DM1 a diferentes concentraciones (indicadas en la FIG. 7) durante 5 dias. Se afiadié reactivo WST
(sal de tetrazolio soluble en agua, ROCHE) con el fin de medir la viabilidad celular de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (ROCHE). El reactivo se incub6 durante 7,5 h sobre células MOLP-8 y durante 2 h sobre células
BJAB. La fraccion de células supervivientes se calculé basandose en las densidades 6pticas medidas en un lector
de microplaca utilizando procedimientos convencionales.

Discusion
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La unién de nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1, nBT062-SMCC-DM1 o nBT062 se analizé6 mediante FACS. Se
incubaron OPM-2 CD138" como células diana con nBT062 o productos inmunoconjugados y se detectaron las
moléculas unidas a las células utilizando un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia. En la FIG. 6, se traza
la fluorescencia media como medida de la cantidad de anticuerpo unido a la célula frente a diferentes
concentraciones de anticuerpo o de producto conjugado. Los resultados demuestran, que nBT062-SPDB-DM4,
nBT062-SPP-DM1 y nBT062-SMCC-DM1 muestran caracteristicas de unién muy similares. Ademas, los resultados
sugieren con fuerza que las caracteristicas de union del anticuerpo no conjugado no se ven afectadas por las toxinas
conjugadas.

En los analisis de viabilidad celular, se analizé la actividad citotdxica del anticuerpo contra células diana MOLP-8
CD138" y contra células de control de linfoblastoma B BJAB CD138-. Ambas lineas celulares se sembraron en
placas de fondo plano y se incubaron con concentraciones crecientes de los productos inmunoconjugados. Se utilizd
anticuerpo no conjugado como control. La actividad citotdxica se analizd cinco dias después de la adicion de los
productos inmunoconjugados utilizando reactivo WST con el fin de medir la viabilidad celular. En la FIG. 7 (A)-(C), se
traza la fraccion de células supervivientes con respecto a células de control tratadas con vehiculo de control frente a
concentraciones crecientes de producto inmunoconjugado. Los resultados demuestran que la actividad citotdxica de
nBT062-SPDB-DM4, nBT062-SPP-DM1 y nBT062-SMCC-DM1 contra las células MOLP-8 es muy similar. Como se
esperaba, las células de control BJAB CD138- no fueron destruidas por los productos inmunoconjugados, indicando
que todos los productos inmunoconjugados actuan a través de la unién especifica a CD138. En los experimentos de
competicion, las células MOLP-8 fueron pre-incubadas con un exceso molar de nBT062 no conjugado. La
preincubacién bloqued sustancialmente la citotoxicidad de nBT062-SPDB-DM4, proporcionando una evidencia
adicional de que los productos inmunoconjugados destruyen las células a través de la union especifica a CD138
sobre la superficie celular (FIG. 7 (D)).

Experimentos de ratén con xenoinjerto

Para evaluar la importancia del direccionamiento a CD138 sobre la actividad anti-tumoral de los productos
conjugados anticuerpo-maitansinoide de una version quimérica humana del anticuerpo B-B4, nBT062, se realizaron
experimentos en ratones con xenoinjeros. Se prepararon dos versiones de productos conjugados de nBT062-
maitansinoide que podian diferir en la estabilidad quimica de sus enlaces disulfuro (nBT062-SPP-DM1 y nBT062-
SPDB-DM4). La actividad anti-tumoral de estos productos conjugados de anticuerpo-farmaco se comparé con la
actividad del producto conjugado B-B4-SPP-DM1 (que comprende el anticuerpo parental murino), asi como
maitansinoide libre no conjugado (DM4), anticuerpo nBT062 no modificado nativo, y un producto conjugado de IgG1-
maitansinoide no direccionado (irrelevante). Los productos conjugados se evaluaron en un modelo de xenoinjerto
CD138-positivo (MOLP-8) de mieloma multiple humano en ratones con inmunodeficiencia combinada grave (SCID).

En estoa ratones, se establecieron tumores subcutaneos (ratones SCID CB.17 hembra) mediante inoculacién con
suspensiones de células MOLP-8. El tratamiento con una Unica inyeccion intravenosa en embolada se llevé a cabo
cuando los volimenes tumorales alcanzaron una media de 113 mm®. Los cambios en el volumen tumoral y el peso
corporal se registraron dos veces por semana. Los experimentos se llevaron a cabo a lo largo de 68 dias después
de la inoculacion de las células tumorales.

Experimentos con ratones con xenoinjertos A
Ratones

Se obtuvieron ratones SCID CB.17 hembra, cinco semanas de edad, de Charles River Laboratories.
Lineas de células tumorales humanas

Se suministré6 MOLP-8, una linea celular de mieloma multiple humano de la ATCC. Las células MOLP-8, que
expresan el antigeno CD138 sobre su superficie celular y desarrollan tumores por xenoinjerto en ratones SCID, se
mantuvieron en medio RPMI-1640 con un suplemento de L-glutamina 4 mM (Biowhittaker, Walkersville, MD), suero
bovino fetal al 10% (Hyclone, Logan, Utah) y estreptomicina al 1%, a 37°C en una atmoésfera humidificada que
contenia 5% de COa.

PARTE |
Crecimiento tumoral en ratones

A cada ratén se le inocularon subcutaneamente 1x10° células MOLP-8 en la zona bajo el hombro derecho. El
volumen total fue de 0,2 ml por raton, donde la razén de medio libre de suero con respecto a matrigel (BD
Bioscience, Bedford, MA) fue de 1/1 (v/v). Antes del tratamiento, los tumores por xenoinjerto se verificaron
diariamente y se permitié que se establecieran. El volumen del tumor alcanzé aproximadamente 113 mm? alrededor
de 11 dias después de la inoculacién de las células tumorales. La tasa de aceptacion del tumor de los ratones CB.17
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SCID fue del 100%.

Once dias después de la inoculacion de las células tumorales, se seleccionaron 42 ratones basandose en Ios
volumenes de los tumores y los pesos corporales. El volumen del tumor estuvo en el intervalo de 68,2 a 135,9 mm>.
Los cuarenta y dos ratones se dividieron al azar en siete grupos (A-G) de seis animales cada uno basandose en el
volumen del tumor.

Cada uno de los seis ratones del Grupo A recibié 200 pyl de PBS como vehiculo de control. Cada ratén del grupo B
recibié 13,8 mg/kg de anticuerpo puro nBT062. Esta dosis es equivalente a la cantidad de componente de anticuerpo
nBT062 en 250 ug/kg de maitansinoide unido. La razén de pesos moleculares de maitansinoides con respecto a
anticuerpo nBT062 en una molécula de producto conjugado es de aproximadamente 1/55. Cada ratén del Grupo C
recibié 250 ug/kg de DM4. Cada ratén del Grupo D recibié 250 ug/kg de huC242-DM4. Los ratones de los grupos E,
F y G recibieron 250 ug/kg de nBT062-SPDB-DM4, B-B4-SPP-DM1 y nBT062-SPP-DM1 cada uno, respectivamente.

Todos los agentes se administraron intravenosamente en forma de una Unica inyeccion intravenosa en embolada a
través de la vena lateral de la cola con una jeringa de 1 ml equipada con una aguja de calibre 27, %2 pulgada. Antes
de la administracion, las soluciones de partida de anticuerpo nBT062, nBT062-SPDB-DM4 y nBT062-SPP-DM1 se
diluyeron con PBS estéril a concentraciones de 2 mg/ml, 28,1 ug/ml y 28,1 yg/ml, respectivamente, de manera que
el volumen inyectado para cada ratdn estuvo entre 120 y 220 pl.

PARTE Il

En un segundo grupo de experimentos, se inyectaron subcutaneamente células MOLP-8 (1.5x10” células por raton),
suspendidas en una mezcla 50:50 de medio libre de suero y matrlgel en la zona bajo el hombro derecho en 100 pl.
Los volumenes de los tumores alcanzaron aproximadamente 80 mm? el dia 11 y la media de los controles fue de
aproximadamente 750 mm?® el dia 25, después de la inoculaciéon de las células. Se estimé que el tiempo de
duplicacién del tumor era de 4,58 dias. Cada raton del grupo de control (n=6) recibid 0,2 ml de PBS estéril
administrado en la vena lateral de la cola (i.v.) en una inyeccién intravenosa en embolada. Todas las dosis de
tratamiento se basaron en maitansinoide conjugado. Se trataron nueve grupos (n=6) con una Unica inyeccion
intravenosa de nBT062-SMCC-DM1, nBT062-SPDB-DM4, o nBT062-SPP-DM1, cada uno a dosis de 450, 250y 100
pg/kg. Un grupo adicional (n=6) recibi6 250 pg/kg de nBT062-SMCC-DM1 en una dosificacion repetida
(semanalmente durante cinco semanas). Los ratones se asignaron al azar a once grupos (n=6) por el volumen
tumoral utilizando el LabCat Program. Los volumenes de los tumores oscilaron entre 40,0 y 152,5 mm?®. Los ratones
recibieron dosis basandose en el peso corporal individual.

El tamafio del tumor se midi6 dos veces por semana en tres dimensiones utilizando el LabCat System (Tumor
Measurement and Tracking, Innovative Programming Associated, Inc., Princeton, NJ). El volumen del tumor en mm
se calculé utilizando la metodologia descrita en Tomayko et al., Cancer Chemother. Pharmacol, 24 (1989), 148:

Volumen = Longitud x Anchura + Altura x 1/2
El Log+o de la destruccion celular se calculd con la férmula descrita por Bissery et al., Cancer Res., 51 (1991), 4845:
Log1o destruccion celular = (T-C) / T4 x 3,32

donde (T-C) o retraso del crecimiento tumoral, es el tiempo medio en dias requerido para que los tumores del grupo
de tratamiento (T) y el grupo de control (C), alcancen un tamafio predeterminado (600 mm?®). Ty es el tiempo de
duplicacién del tumor, basandose en el volumen tumoral medio de los ratones de control, y 3,32 es el nimero de
duplicaciones celulares por log del crecimiento celular.

Resultados

El crecimiento tumoral en los ratones individuales se muestra en las FIGS. 8 y 9. El crecimiento tumoral medio (+/-
DT) para cada grupo se muestra en la FIG. 10.

En comparacion con el crecimiento del tumor en los animales tratados con PBS, el tratamiento con anticuerpo
nBT062, DM4 libre no conjugado o el producto conjugado no dirigido irrelevante huC242-DM4 no caus6 ninguna
inhibicién significativa del crecimiento tumoral.

Los tres productos conjugados que se dirigen a CD138, nBT062-SPDB-DM4, B-B4-SPP-DM1 y nBT062-SPP-DM1, a
una dosis de 250 pg/kg causaron un marcado retraso en el crecimiento del tumor. Basandose en los volumenes
tumorales medios medidos en los grupos de tratamiento, el producto conjugado con DM4 nBT062-SPDB-DM4 fue el
mas activo, mientras el producto conjugado nBT062-SPP-DM1 mostré una actividad ligeramente incrementada en
comparacion con su contraparte murina B-B4-SPP-DM1 (FIG. 10). Los resultados obtenidos en ratones individuales
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mostraron ademas que la actividad anti-tumoral obtenida con B-B4-SPP-DM1 es mas heterogénea y por lo tanto
menos predecible que la medida en ratones tratados con nBT062-SPP-DM1. En términos de homogeneidad de la
actividad anti-tumoral, el otro producto conjugado que utiliza nBT062 como anticuerpo de direccionamiento nBT062-
SPDB-DM4 se comportdé de un modo similar a nBT062-SPP-DM1.

No se observod ninguna reduccion del peso corporal en ningln grupo de tratamiento sugiriendo que los tratamientos
eran bien tolerados.

Discusion

Los resultados del analisis de los tres productos conjugados dirigidos a CD138 en animales experimentales
demuestran la importancia de la liberacion dirigida para la actividad anti-tumoral. Si bien los productos conjugados
con maitansinoide de los anticuerpos nBT062 quimérico humano y B-B4 murino muestran una actividad significativa
medida por el log de la destruccion celular, no hubo un impacto significativo sobre el crecimiento del tumor a partir
del tratamiento con DM4 no conjugado, anticuerpo huBT062 nativo no modificado, o producto conjugado de
direccionamiento de control (huC242-DM4).

El producto inmunoconjugado preparado a partir del anticuerpo quimérico humano, nBT062-SPP-DM1, proporciond
una actividad anti-tumoral ligeramente superior que el producto conjugado preparado a partir de su contraparte
murina, B-B4-SPP-DM1. Ademas, el tratamiento con nBT062-SPP-DM1 y nBT062-SPDB-DM4 dio como resultado
respuestas mas homogéneas en ratones individuales en comparacién con el tratamiento con B-B4-SPP-DM1. La
elevada variacion de union de B-B4-SPP-DM1 explicé que la medicion del volumen tumoral medio (+/- DT) de
xenoinjertos de mieloma multiple humano MOLP-8 en ratones SCID CB.17 a lo largo del tiempo (dias) después de la
inoculacion realmente proporcionara resultados relativamente mejores para B-B4-SPP-DM1 que para nBT062-SPP-
DM1 (datos no mostrados). Esta caracteristica de los productos inmunoconjugados que utilizan nBT062 como
anticuerpo de direccionamiento parece ser especialmente beneficiosa para el uso terapéutico de los productos
conjugados.

Por ultimo, el mas potente de los productos conjugados de maitansinoides, después de la administracion iv Unica en
los modelos de xenoinjerto de MOLP-8 en ratones SCID, fue nBT062-SPDB-DM4.

Destruccion por vecindad (andlisis de viabilidad celular)

Se sembraron células OPM2 CD138" y células Namalwa CD138" en placas de fondo redondo o bien en pocillos
separados o bien en cultivo simultaneo. Las células se trataron con nBT062-SPDB-DM4 a concentraciones que
oscilaban 1 x 10" y 1x10° M. La fraccion de células viables se detecté utilizando reactivo WST (sal de tetrazolio
soluble en agua, ROCHE) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (ROCHE). La fraccion de células
supervivientes se calculé basandose en las densidades 6pticas medidas en un lector de microplaca utilizando
procedimientos convencionales.

Discusion

La destrucciéon por vecindad de las células no diana en intima proximidad (presentes en los pocillos de fondo
redondo) con las células de mieloma multiple tras el tratamiento con nBT062-SPDB-DM4 se analiz6 en un estudio in
vitro en el que se cultivaron células OPM2 positivas para CD138 en cultivo simultdneo con células Namalwa
negativas para CD138 (FIG. 13). En general, si bien las células positivas para CD138 son destruidas eficazmente
por nBT062-SPDB-DM4, las células negativas para CD138 no resultaban afectadas por el producto conjugado. En el
cultivo simultaneo en pocillos de fondo redondo, sin embargo, nBT062-SPDB-DM4 también destruy6 las células
negativas para el antigeno en intima proximidad con las células positivas para el antigeno (un efecto que a menudo
es referido como destruccion por vecindad). Kovtun et al. (2006) comentaron que la destruccidon por vecindad
mediada por productos conjugados con maitansinoides se produce solamente en intima proximidad con células
positivas para el antigeno. Kovtun et al. (2006), también comentan la importancia del conector del producto
inmunoconjugado. In vivo, la destruccién por vecindad puede contribuir a 1) la erradicacion de células tumorales que
expresan heterogéneamente CD138, 2) la destruccion del microentorno tumoral por medio de la destruccion de
células del estroma tumorales, y 3) la prevencion de la seleccion de células resistentes a nBT062-SPDB-DM4-
negativas para CD138.

El efecto de vecindad tiene una particular importancia si la actividad de un producto conjugado es deteriorada por un
antigeno diana que es expresado en tumores de una manera heterogénea. Si este es el caso, una célula concreta
de un tumor expresa, si lo hace, el antigeno en una cantidad que no permitiria el direccionamiento eficaz y la
destruccion de dicha célula por el respectivo producto inmunoconjugado. La eficacia anti-tumoral de nBT062-SPDB-
DM4 sobre células negativas para CD138 en cultivo simultaneo con células positivas para CD138 aclararia que la
presencia de las células diana incluye, en las circunstancias apropiadas, en la actividad citotoxica de nBT062-SPDB-
DM4 hacia células no diana.
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Experimentos con ratones con xenoinjertos B

En este grupo de experimentos, se inocularon en ochenta y cinco ratones células MOLP-8 (1,5x10” células/raton)
subcutaneamente en el hombro derecho. La tasa de aceptacion del tumor fue del 100%. Sesenta y seis ratones
SCID que portaban tumores MOLP-8 voluminosos con un volumen tumoral medio de aproximadamente 80 mm? se
asignaron al azar a once grupos de tratamiento (n=6). Los ratones se trataron con una Unica dosis de uno de los tres
productos conjugados (nBT062-SMCC-DM1, nBT062-SPDB-DM4 o nBT062-SPP-DM1). Un grupo adicional recibio
cinco dosis semanales de nBT062-SMCC-DM1 y un grupo de control recibié una uUnica dosis de PBS. Los
volumenes tumorales medios se muestran en la FIG. 11A. Se establecié una respuesta a la dosis para cada
producto conjugado. Se alcanz6 un volumen tumoral medio de 750 mm? en los animales tratados con PBS el dia 25.
El tiempo de duplicacion del tumor determinado mediante el mejor ajuste de la curva de regresion lineal sobre un
grafico log-lineal del crecimiento tumoral de control fue de 4,58 dias. Los animales tratados con nBT062-SPDB-DM4
a 450 pg/kg tuvieron el log de destruccion celular mas alto (LCK=2,89), seguido de los animales tratados con
nBT062-SMCC-DM1 a una dosificacion de 250 ug/kg semanales (LCK=2,1; véase la Tabla 5). la comparacion de las
curvas de crecimiento tumoral medio para los grupos de tratamiento mediante mediciones ANOVA repetidas que
realizaba el Test de Comparacion Multiple de Dunnett mostré una diferencia significativa entre el grupo de control
con PBS y 450 ug/kg de nBT062-SPDB-DM4 (p<0,01), 250 pug/kg de nBT062-SPDB-DM4 (p<0,05) y cinco dosis
semanales de 250 pg/kg nBT062-SMCC-DM1 (p<0,05). No se produjo ninguna regresion parcial o completa del
tumor en ninguno de los grupos de tratamiento con la excepcion de un animal que recibié 450 ug/kg de nBT062-
SPDB-DM4, que tuvo una regresion parcial del tumor hasta el dia 85 después de la inoculacion.

Tabla 5. Valores de Log destruccion celular (LCK) medidos para la actividad anti-tumoral de diferentes productos
conjugados con nBT062-DMx en diferentes programas de dosificacion. Remitirse a la seccion de Materiales y
métodos para la informacién sobre el calculo de los valores de LCK.

Material de Ensayo Dosis (ug/kg) LCK |Dosificacion
PBS dosis Unica
nBT062-SMCC-DM1 450 0,85 |dosis Unica
nBT062-SMCC-DM1 250 0,53 |dosis Unica
nBT062-SMCC-DM1 100 0 dosis Unica
nBT062-SPDB-DM4 450 2,89 |dosis Unica
nBT062-SPDB-DM4 250 1,05 |dosis Unica
nBT062-SPDB-DM4 100 0,39 | dosis Unica
nBT062-SPP-DM1 450 0,8 dosis Unica
nBT062-SPP-DM1 250 0,39 | dosis Unica
nBT062-SPP-DM1 100 0,2 dosis Unica
nBT062-SMCC-DM1 250 2,1 Semanalmente durante 5 semanas

Eficacia In vivo de nBT062-SPDB-DM4 y nBT062-SPP-DM1 en el entorno de la médula 6sea
Preparacion de ratones SCID que tienen implantes de hueso fetal humano

Se implantaron huesos largos fetales humanos (pedacitos de hueso fetal humano) en la parte superior del cuerpo de
ratones SCID CB17 (SCID-hu) como se ha descrito previamente (Urashima et al., 1997) y de este modo se
proporciond un modelo en ratén de busqueda de células de MM humanas con respecto a células de BM humanas.

Régimen de tratamiento (ratones SCID-hul/INA-6)

Cuatro semanas después de la implantacion de hueso, se inyectaron 2,5x‘|06 células INA-6 en un volumen final de
100 uL de medio de cultivo celular RPMI-1640 directamente en la cavidad de la médula 6sea humana en los ratones
SCID-hu descritos anteriormente. Se utilizd un incremento en los niveles de receptor de IL-6 humano soluble (shulL-
6R), que es liberado por las células INA-6, como parametro del crecimiento de células MM y carga de enfermedad.

Los ratones desarrollaron shulL-6R en suero medible aproximadamente 4 semanas después de la inyeccion de
células INA-6 y a continuacion recibieron 0,176 mg de producto conjugado o vehiculo de control a través de una
inyeccion en la vena de la cola semanalmente durante 7 semanas. Después de cada tratamiento, se recogieron
muestras de sangre y se midieron los niveles de shulL-6R por medio de un analisis de inmunoabsorcion con enzima
ligada (ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN). Los resultados se representan en la Fig. 12.
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Discusion

La interleuquina-6 (IL-6) es un factor de crecimiento y supervivencia para las células de mieloma multiple. INA-6 es
una linea celular de mieloma humano dependiente de IL-6, que también requiere células estromales de médula ésea
(BMSC) para proliferar. Las lineas celulares INA-6 producen receptor de IL-6 soluble (shulL-6R). El incremento en
los niveles de shulL-6R se puede utilizar como parametro de crecimiento de células de MM y de carga de
enfermedad.

De este modo, los ratones sCID-hu/INA-6 proporcionan un modelo para células de mieloma multiple que crecen en
su entorno de médula 6sea normal. Las células tumorales de este modelo, que interaccionan directamente con la
médula 6sea humana, se parece mucho a la situacién en pacientes, en los que el crecimiento de las células
tumorales también esta promovido por la presencia de células estromales. Puesto que las células INA-6 liberan
receptor de interleuquina-6 humana soluble (shulL-6R), se pueden utilizar las concentraciones en suero de esta
proteina como medida de la carga de células tumorales en estos ratones. La potencia in vivo de nBT062-SPDB-DM4
y nBT062-SPP-DM1 se sometié a ensayo en este entorno.

El tratamiento de ratones SCIDhu/INA-6 con administraciones i.v. semanales de nBT062-SPDB-DM4 o nBT062-
SPP-DM1 durante siete semanas indujo una regresion eficaz del tumor, detectada por un descenso en os niveles de
shulL-6R en suero con respecto al control, indicando una buena eficacia de los productos conjugados incluso en el
entorno de médula 6sea humana, que refleja la situacion relevante en pacientes (Fig. 12).

Se apreciara que los métodos y composiciones de la presente invencion se pueden incorporar en forma de una
variedad de realizaciones, de las cuales solamente unas pocas se describen en la presente memoria. De este modo,
las realizaciones descritas son ilustrativas.
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<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador para la regiéon constante de IgG1 MHCG1

<400> 4

cagtggatag acagatgggg g 21
<210>5

<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador para Ig kappa MKV2

<400> 5
atggagacag acacactcct gctatgggtg 30

<210> 6

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador para Ig kappa MKV4

<400> 6
atgagggccc ctgctcagtt ttttggctte ttg 33

<210>7
<211> 25

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador para Ig kappa MKV9

<400> 7
atggtatcca cacctcagtt ccttg 25

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador MKC

<400> 8
actggatggt gggaagatgg 20
<210>9

<211> 50
<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Cebador directo (For)

<400> 9
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agagaagctt gccgecacca tgattgecte tgctcagttc cttggtctce

<210> 10

<211> 35
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<220>
<223> Cebador oligonucleotidico BT03

<400> 10
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<210> 11
<211>35

<212> ADN
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<400> 11
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<211> 45
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50

45
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REIVINDICACIONES

1. Un producto inmunoconjugado capaz de dirigirse a células que expresan CD138 que comprende:
(a) un anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente contra CD138 que comprende:
(i) una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una region variable que comprende los residuos
de aminoacido 31 a 35 (CDR1), 51 a 68 (CDR2) y 99 a 111 (CDR3) del SEQ ID NO: 1,y
(ii) una cadena ligera que comprende una region variable que comprende los residuos de aminoacido 24 a
34 (CDR1), 50 a 56 (CDR2) y 89 a 97 (CDR3) del SEQ ID NO: 2; y

(b) una molécula efectora para inducir la muerte celular,
en donde una region constante de dicha cadena pesada de inmunoglobulina es una region constante de isotipo
IgG4.

2. El producto inmunoconjugado de la reivindicacion 1, en donde dicha molécula efectora esta anclada a dicho
anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente a través de un conector, y preferiblemente dicho conector
es un conector escindible, muy preferiblemente que comprende un enlace disulfuro.

3. El producto inmunoconjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde:
- dicho producto inmunoconjugado tiene un valor de Kp de menos de 2,6 nM.

4. El producto inmunoconjugado de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior en donde la molécula efectora es al
menos un maitansinoide, taxano o CC1065, o un analogo de los mismos, preferiblemente la molécula efectora es al
menos un maitansinoide, y muy preferiblemente el al menos un maitansinoide es DM1, DM3, o DM4.

5. El producto inmunoconjugado de cualquier reivindicacion anterior, en donde dicho anticuerpo de direccionamiento
modificado genéticamente comprende adicionalmente:
(a) los residuos de aminoacido 123 a 448 del SEQ ID NO: 1, y/o
(b) los residuos de aminoacido 108 a 214 del SEQ ID NO: 2, respectivamente y las mutaciones de los
mismos que
(i) mantienen o disminuyen la citotoxicidad dependiente de anticuerpos y/o la citotoxicidad dependiente del
complemento del anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente y/o
(ii) estabilizan el anticuerpo de direccionamiento modificado genéticamente.

6. El producto inmunoconjugado de cualquier reivindicacion anterior, en donde la secuencia de la cadena ligera tiene
una identidad de secuencia de al menos 70% con el SEQ ID NO: 2.

7. El producto inmunoconjugado de la reivindicacion 6, en donde el anticuerpo de direccionamiento modificado
genéticamente comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende el SEQ ID NO: 1 y una cadena
ligera que comprende el SEQ ID NO: 2.

8. Un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en el
tratamiento del mieloma multiple en un sujeto.

9. Un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en el
tratamiento del carcinoma de vejiga de células transicionales en un sujeto.

10. Un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso como
medicamento.

11. Un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en la
inhibicién, retraso y/o prevencion del crecimiento de un tumor que comprende células tumorales CD138 y/o la
propagacion de células tumorales de semejante tumor en un paciente.

12. El producto inmunoconjugado para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde:

- dicho paciente padece una neoplasia maligna hematoldgica y/o un tumor sélido que comprende células
que expresan CD138, preferiblemente en donde dicho paciente padece uno de los siguientes: mieloma
multiple, carcinoma de ovario, carcinoma de rifidén, carcinoma de vesicula biliar, carcinoma de mama,
cancer de prostata, cancer de pulmon, carcinoma de colon, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin, leucemia
linfocitica cronica (LLC), leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloblastica aguda (LMA), sarcoma
de tejido sdlido o carcinoma de colon, y muy preferiblemente en donde el paciente padece mieloma
multiple;

- dicha molécula efectora de dicho producto inmunoconjugado es una toxina, una enzima citotdxica, un
farmaco citotéxico de bajo peso molecular, un agente formador de poros, un modificador de la respuesta
bioldgica, una enzima activadora de profarmacos, un anticuerpo, una citoquina o un radionuclido;
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- dicho producto inmunoconjugado se va a administrar a una dosis Unica de 5 mg/m2 a aproximadamente
300 mg/mz; o

- dicho producto inmunoconjugado se va a administrar en al menos dos dosis de aproximadamente 5 mg/m2
a aproximadamente 300 mg/mz, opcionalmente a intervalos de horas, dias, semanas o combinaciones de
los mismos.

13. Un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para inhibir, retrasar
y/o prevenir el crecimiento de un tumor y/o la propagacion de células tumorales malignas que comprenden células
que expresan CD138 en un paciente, en donde el paciente ha sido tratado con uno o mas agentes citotdxicos y/o
radiaciéon en una cantidad para reducir la carga tumoral.

14. El producto inmunoconjugado para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el agente citotdxico es
melfalan, vincristina, doxorrubicina, dexametasona, ciclofosfamida, etopdsido, citarabina, cisplatino, talidomida,
prednisona, bortezomib, lenalidomida, sorafenib, romidepsina o combinaciones de los mismos, o se basa en
anticuerpos.

15. Un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para su uso en €l
tratamiento de un sujeto que tiene una afeccion que se beneficiaria de la supresion de la supervivencia de células de
mieloma, en donde el producto inmunoconjugado es capaz de disminuir selectivamente la supervivencia o el
crecimiento de dichas células de mieloma de dicho sujeto.

16. Una composicién farmacéutica que comprende el producto inmunoconjugado de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, en donde la composicion es
adecuada para la inhibicién, la retraso y/o la prevencién del crecimiento de tumores y/o la propagacion de células
tumorales.

17. Un kit que comprende, en recipientes separados, composiciones farmacéuticas para su uso combinado para
inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de tumores y/o la propagacion de células tumorales, en donde un
recipiente comprende una cantidad eficaz de la composicion farmacéutica de la reivindicacion 16, y en donde, un
recipiente separado comprende una segunda composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
agente adicional, preferiblemente un agente citotdxico, para la inhibicion, el retraso y/o la prevencion del crecimiento
de tumores y/o la propagacion de células tumorales, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables,
preferiblemente en donde dicho agente de dicha segunda composicién farmacéutica se selecciona del grupo que
consiste en melfalan, vincristina, doxorrubicina, dexametasona, ciclofosfamida, etopdsido, citarabina, cisplatino,
talidomida, prednisona, bortezomib, lenalidomida, sorafenib, romidepsina y combinaciones de los mismos o se basa
en anticuerpos.

18. El uso de un producto inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para la

fabricacion de un medicamento para inhibir, retrasar y/o prevenir el crecimiento de un tumor que comprende células
tumorales CD138 y/o la propagacion de células tumorales de semejante tumor en un paciente.
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FIG. 1
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Maitansinol Cadena Lateral DM4
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DCC: 1,3-diciclohexilcarbodimida
DTT: Ditiotreitol
DME: 1,2-Dimetoxietano
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