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DESCRIPCION
Anticuerpos cargados parcialmente y métodos para su conjugacion
Antecedentes

La presente divulgacién se dirige a proteinas modificadas que tienen al menos un punto de conjugaciéon con, por
ejemplo, un farmaco que genera isdmeros especificos del conjugado de proteina-farmaco, y a métodos para dicha
conjugacién que genera los isémeros especificos. Se dirige ademas a anticuerpos a los que se pueden conjugar
agentes citotoxicos y/o agentes citostaticos, dando lugar a isémeros especificos, y a métodos para su conjugacion.

Los anticuerpos monoclonales (mAb) son una valiosa arma en la batalla contra el cancer. Los mAb también se usan
en el tratamiento de trastornos inmunes. Para seguir avanzando en el uso de terapias basadas en mAb contra el
cancer y los trastornos inmunes, se ha explorado una serie de nuevas metodologias. Una metodologia es aumentar
el potencial citotéxico de los mAb contra las células tumorales mediante la uniéon de cargas Utiles de destruccién
celular. Se han conjugado moléculas tales como toxinas, radiondclidos, proteinas y farmacos contra el cancer a
ciertos mAb para generar inmunotoxinas, radioinmunoconjugados y conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC),
respectivamente.

Los factores que se han considerado previamente en el desarrollo de ADC han incluido la eleccién del anticuerpo y
la optimizacién de la potencia del componente de farmaco, la estabilidad del enlazador y el método mediante el que
el farmaco se une covalentemente al mAb. La convenciéon comun para la produccién de ADC conjugados a través de
los enlaces disulfuro ha sido mediante la reduccion de todos los enlaces disulfuro intercatenarios de un anticuerpo y
la reaccion de todos los tioles de mAb reducidos con un compuesto capaz de la interaccionar con todos los tioles
reducidos, formando ADC uniformemente sustituidos con 8 farmacos/mAb, es decir, "completamente cargados”, sin
la capacidad de obtenerse especificidad para un determinado sitio de conjugacion.

Por ejemplo, el antigeno CD30 se expresa a un alto nivel en canceres tales como la enfermedad de Hodgkin (EH) y
los linfomas anaplasicos de células grandes (LACG). Esta expresion de CD30, junto con la expresion limitada en las
células normales, lo convierte en una atractiva diana para la terapia con ADC. El mAb quimérico dirigido a CD30,
cAC10, tiene actividad antitumoral contra la EH tanto in vitro como en modelos de xenoinjerto de raton SCID
subcutaneos y difundidos. La actividad antitumoral de cAC10 se mejoré mediante la generacion de ADC
completamente cargados en los que los ocho tioles intercatenarios estaban enlazados a derivados del agente
citotéxico auristatina E como el componente de farmaco. Estos ADC fueron muy eficaces en modelos de xenoinjerto
murinos a dosis bien toleradas.

Francisco et al., 2003. “Blood”, 102(4), 1458-1465 describen un conjugado que comprende el anticuerpo monoclonal
contra CD30 quimérico cAC10 acoplado covalentemente al agente citotéxico monometil-auristatina E (MMAE) a
través del enlazador peptidico de valina y citrulina. Los autores informan que el conjugado tenia una actividad
antitumoral significativamente superior a la de cAC10 solo, ensayada en un modelo de xenoinjerto de ratones SCID
de la enfermedad de Hodgkin.

El documento EP0403225 desvela un método de radiomarcaje de una proteina con un radioisétopo de tecnecio o
renio, método que comprende las etapas de poner en contacto una solucién de una proteina que contiene una
pluralidad de grupos sulfhidrilo libres adyacentes o, en determinados casos, proteina intacta que contiene al menos
un grupo disulfuro, con iones estafo, y luego con radiopertecnetato o radioperrenato, siendo la cantidad de i6n
estafo suficiente para reducir de manera sustancialmente completa el radiopertecnetato o radioperrenato y
recuperar la proteina radiomarcada.

Schroeder et al, 1981. Vox Sang, 40, 373-382 desvelan una globulina sérica inmunolégica (GSl), preparada
mediante fraccionamiento con alcohol frio de Cohn de plasma humano combinado reducido con ditiotreitol (DTT) y
alquilado con yodoacetamida y otros agentes de alquilacion. Los autores informan que hay unos cuantos enlaces
disulfuro entre cadenas pesadas labiles en la GSI que reaccionan rapidamente en condiciones moderadas de no
disociacion. Se informa que el grado de escisién de los disulfuros esta controlado principalmente por la proporcién
del DTT con respecto a la GSI hasta que se produce la reduccion de aproximadamente 4-5 enlaces disulfuro. Los
autores detallan estudios sobre las variables de la concentracion de GSlI, la proporcién del DTT con respecto a la
GSlI, el pH y el tiempo, que conducen a una GSI modificada quimicamente que tiene un nimero controlado y limitado
de enlaces disulfuro reducidos y alquilados.

Debido a que la convencién en la produccién de ADC ha sido cargarlos completamente con farmaco, no se ha
apreciado anteriormente que los ADC cargados parcialmente podrian tener una eficacia terapéutica similar o
superior. Ademas, no existian métodos que pudieran tener en cuenta que otros patrones de sustitucion de
anticuerpos podrian producir eficacia terapéutica igual o mejor con una toxicidad igual o inferior. Estas y otras
limitaciones y problemas del pasado se resuelven mediante la presente invencién.
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Breve sumario

En su sentido mas amplio, la invencion se refiere a la materia objeto segin lo definido por las reivindicaciones
adjuntas.

La presente divulgacién describe conjugados de proteina-farmaco y métodos de fabricacion de conjugados de
proteina-farmaco y marcados con proteinas. También se proporcionan proteinas que tienen puntos de conjugacién
para recibir un farmaco o marcador. Los conjugados se pueden usar a nivel terapéutico o de diagnéstico (por
ejemplo, in vitro o in vivo), o para la formacion de imagenes in vivo, y para otros usos.

En general, se proporcionan proteinas modificadas, parcialmente cargadas, que tienen puntos de conjugacion
asignables. Las proteinas modificadas generalmente incluyen una regién de union para la interaccién con una pareja
de unién y al menos dos puntos de conjugacion, estando cada punto de conjugacién unido covalentemente a un
farmaco o marcador. Por lo general, no todos los posibles puntos de conjugacion que tienen una accesibilidad o
capacidad de activacién similares estan enlazados a un farmaco o marcador. La proteina modificada puede ser, por
ejemplo, un anticuerpo, un receptor, un ligando de receptor, una hormona, una citoquina o similares. Los puntos de
conjugacién pueden ser, por ejemplo, grupos amino, grupos hidroxilo préximos, grupos hidroxilo, grupos carboxilo o
grupos tiol. La proteina puede ser, por ejemplo, un receptor, un ligando de receptor, una hormona, una citoquina o
similares.

En realizaciones adicionales, se proporciona un método de preparacion de un conjugado de una proteina que tiene
uno o mas enlaces disulfuro y un farmaco reactivo con tioles libres. El método generalmente incluye reducir
parcialmente la proteina con un agente reductor; y conjugar el farmaco reactivo con tioles libres a la proteina
parcialmente reducida. En otra realizacion mas, se proporciona un método de preparaciéon de un conjugado de una
proteina que tiene uno o mas enlaces disulfuro y un farmaco reactivo con tioles libres. EI método generalmente
incluye reducir totalmente la proteina con un agente reductor; reoxidar parcialmente la proteina con un agente
reoxidante; y conjugar el farmaco reactivo con tioles libres al anticuerpo.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo parcialmente cargado. El anticuerpo incluye una regién de
unién al antigeno, al menos un enlace disulfuro intercatenario y al menos dos farmacos o marcadores, estando cada
farmaco o marcador conjugado a un tiol intercatenario. Opcionalmente, los puntos de la conjugacién del farmaco o
marcador son facilmente asignables. En un ejemplo, el anticuerpo puede tener al menos cuatro farmacos citotéxicos
o citostaticos, estando cada farmaco conjugado a un tiol intercatenario. En ciertas realizaciones, el anticuerpo tiene
la configuracion de las especies 4A, 4B, 4C, 4D, 4E o 4F.

El anticuerpo parcialmente cargado puede ser, por ejemplo, un anticuerpo murino, humanizado, humano o
quimérico. El farmaco puede ser, por ejemplo, un agente citotéxico o citostatico tal como, por ejemplo, MMAF,
MMAE o AFP. También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpos parcialmente
cargados.

En otra realizacion, se proporcionan anticuerpos que tienen al menos un punto de conjugacién para un agente
citotéxico o citostatico, en la que el punto de conjugacién para el agente citotdxico o citostatico en el anticuerpo se
puede asignar facilmente. En el anticuerpo, no todos los puntos posibles de conjugacién estan disponibles para la
conjugacién con el agente citotéxico o citostatico. Los puntos de conjugacién pueden ser, por ejemplo, tioles
intercatenarios. Los puntos de conjugacion pueden ser, por ejemplo, al menos una de las especies 4A a 4F.

También se proporciona una composicion de anticuerpos modificados que tienen puntos de conjugacion asignables.
La composicién puede tener, por ejemplo, al menos dos, al menos cuatro, al menos 6, al menos 7, al menos 10 o
mas especies de anticuerpo modificado. En un ejemplo, cada especie puede tener al menos un par de conjugacion
especificado que tiene dos tioles intercatenarios y al menos un enlace disulfuro intercatenario. Las especies de
anticuerpos pueden tener, por ejemplo, 4A, 4B, 4C, 4D, 4E y/o 4F. En ejemplos adicionales, el par de conjugacién
especificado puede estar en un enlace disulfuro entre una cadena ligera constante y una cadena pesada constante
y/o en un enlace disulfuro entre una cadena pesada constante y una cadena pesada constante. El par de
conjugacién especificado puede estar proximo al extremo N-terminal de la regién bisagra y/o préximo al extremo C-
terminal de la regién bisagra. En otro ejemplo, el par de conjugacién especificado esta en el enlace disulfuro entre
una cadena ligera constante y una cadena pesada constante y en la regién bisagra situada mas cerca del extremo
N-terminal del anticuerpo modificado, o en el enlace disulfuro entre una cadena ligera constante y una cadena
pesada constante y en la region bisagra situada mas cerca del extremo C-terminal del anticuerpo modificado.

Opcionalmente, cada especie de anticuerpo puede incluir al menos dos pares de conjugacion especificados en los
enlaces disulfuro entre la cadena ligera constante y la cadena pesada constante o al menos dos pares de
conjugacién especificados en los enlaces disulfuro intercatenarios de la region bisagra. Opcionalmente, la
composicién puede incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacién mas, se proporciona un anticuerpo parcialmente cargado. El anticuerpo incluye al menos un
dominio de unién al antigeno, al menos dos grupos reactivos en el anticuerpo y al menos dos farmacos o
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marcadores, estando cada farmaco o marcador conjugado a un grupo reactivo para formar un punto de conjugacion.
Los puntos de la conjugacion del farmaco o marcador son facilmente asignables.

En otras realizaciones mas, se proporciona un método de reduccién y conjugacién de un farmaco a un anticuerpo
que da lugar a selectividad en la colocacion del farmaco. En general, el método incluye reducir totalmente el
anticuerpo con un agente reductor; tratar el anticuerpo totalmente reducido con cantidades limitantes de un agente
reoxidante para volver a formar al menos un enlace disulfuro intercatenario del anticuerpo, de modo que queden al
menos dos tioles intercatenarios; y conjugar el farmaco a los tioles intercatenarios. El agente reoxidante puede ser,
por ejemplo, acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico, 4,4'-ditiodipiridina, 2,2'-ditiodipiridina, tetrationato de sodio o acido
yodosobenzoico. El farmaco puede ser, por ejemplo, un agente citotoxico o citostatico o un agente inmunosupresor.
En algunos ejemplos, el farmaco puede ser un aglutinante de surco menor, AEB, AENB, MMAF, MMAE o AFP. EI
agente reductor puede ser, por ejemplo, DTT o TCEP.

En realizaciones relacionadas, se proporciona un método de reduccién de enlaces disulfuro intercatenarios de
anticuerpos y de conjugacién de un farmaco a los tioles intercatenarios resultantes que da lugar a selectividad en la
colocacion de los farmacos en el anticuerpo. En general, el método incluye reducir totalmente el anticuerpo con un
agente reductor para formar tioles intercatenarios; reoxidar parcialmente el anticuerpo con un agente reoxidante para
volver a formar al menos un enlace disulfuro intercatenario; y conjugar el farmaco a los tioles intercatenarios. El
agente reoxidante puede ser, por ejemplo, &cido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico, 4,4'-ditiodipiridina, 2,2'-ditiodipiridina,
tetrationato de sodio o acido yodosobenzoico. El agente reductor puede ser, por ejemplo, DTT o TCEP. El farmaco
puede ser, por ejemplo, MMAF, MMAE o AFP. Opcionalmente, el anticuerpo parcialmente reoxidado se puede
purificar antes de la conjugacién.

En otras realizaciones relacionadas mas, se proporciona un método de reduccidon de enlaces disulfuro
intercatenarios de anticuerpos y de conjugacién de un farmaco a los tioles intercatenarios resultantes para ubicar
selectivamente farmacos en el anticuerpo. En general, el método incluye reducir parcialmente el anticuerpo con un
agente reductor para formar al menos dos tioles intercatenarios; y conjugar el farmaco a los tioles intercatenario del
anticuerpo parcialmente reducido. En un ejemplo, el anticuerpo se reduce parcialmente con una concentracion
limitante de un agente reductor en un tampén con un agente quelante. El farmaco se puede conjugar, por ejemplo,
mediante el enfriamiento de la solucién de anticuerpo y la disolucién del farmaco en un disolvente frio, y la mezcla
con la solucion de anticuerpo. El anticuerpo y la solucién de farmaco se incuban durante un periodo de tiempo
suficiente para formar uno o varios conjugados de anticuerpo-farmaco parcialmente cargados. La reaccion se puede
inactivar inactivando el exceso de farmaco con un reactivo que contenga tiol. El conjugado se puede purificar
adicionalmente. En un ejemplo especifico, el anticuerpo se reduce parcialmente durante aproximadamente 1 hora a
aproximadamente 37 °C. El anticuerpo reducido se puede enfriar, por ejemplo, hasta aproximadamente 0 °C. La
solucion de anticuerpo y farmaco se puede incubar, por ejemplo, durante aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 0 °C.

El reactivo que contiene tiol puede ser, por ejemplo, cisteina o N-acetil-cisteina. El agente reductor puede ser, por
ejemplo, DTT o TCEP. El tampén puede ser, por ejemplo, una soluciéon de borato de sodio, y el agente quelante es
acido dietilentriaminopentaacético. ElI agente quelante también puede ser, por ejemplo, acido
etilentriaminopentaacético o EDTA. El disolvente puede ser, por ejemplo, acetonitrilo, alcohol o DMSO. El farmaco
puede ser, por ejemplo, un agente citotdxico o un citostatico.

En algunas realizaciones, el anticuerpo reducido se puede purificar antes de la conjugacién usando, por ejemplo,
cromatografia en columna, dialisis o diafiltracion. La columna usada en la cromatografia de columna puede ser, por
ejemplo, una columna de desalacién, tal como una columna PD-10. Como alternativa, el anticuerpo reducido no se
purifica después de la reduccién parcial ni antes de la conjugacién.

El conjugado se puede purificar usando, por ejemplo, cromatografia en columna, dialisis o diafiltracién. La columna
usada en la cromatografia de columna puede ser, por ejemplo, una columna de desalacion, tal como una columna
PD-10.

En otra realizacion mas, se proporciona un método de produccion de un anticuerpo con la conjugacién selectiva de
farmaco. En general, el método incluye reducir totalmente el anticuerpo durante un periodo de tiempo suficiente para
producir tioles intercatenarios, segin lo determinado mediante, por ejemplo, titulacion con DTNB, mediante la
adicion de un gran exceso de un agente reductor, e incubar la solucién a aproximadamente 37 °C durante
aproximadamente 30 minutos; purificar el anticuerpo; reoxidar parcialmente el anticuerpo usando un agente oxidante
para formar al menos un enlace disulfuro intercatenario mediante el enfriamiento del anticuerpo reducido a 0 °C;
tratar el anticuerpo reducido y enfriado con 1,5 a 2,5 equivalentes molares del agente oxidante; mezclar la solucién
por inversién; dejar que la solucion se incube a aproximadamente 0 °C durante aproximadamente 10 minutos;
purificar el anticuerpo parcialmente reoxidado; conjugar el farmaco a los tioles intercatenarios del anticuerpo
parcialmente reoxidado para formar un anticuerpo conjugado; y purificar el anticuerpo conjugado.

El agente reductor puede ser, por ejemplo, DTT o TCEP. Opcionalmente, el anticuerpo parcialmente reducido se
puede purificar, por ejemplo, usando cromatografia en columna, didlisis o diafiliracion. La columna usada en la
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cromatografia de columna puede ser, por ejemplo, una columna de desalacion tal como una columna PD-10. El
anticuerpo conjugado se puede purificar, por ejemplo, usando cromatografia en columna, dialisis o diafiltracién. La
columna usada en la cromatografia de columna puede ser, por ejemplo, una columna de desalacion tal como una
columna PD-10. El agente reoxidante puede ser, por ejemplo, acido 5,5"-ditio-bis-2-nitrobenzoico, 4,4'-ditiodipiridina,
2,2'-ditiodipiridina, tetrationato de sodio o acido yodosobenzoico.

La siguiente informacién es descriptiva, ilustrativa y a modo de ejemplo, y no se debe considerar como limitante del
alcance definido por ninguna de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de varias vistas de las figuras

La Figura 1 muestra los isémeros "E4" (isémeros con cuatro farmacos unidos por anticuerpo) de un anticuerpo
de una vifieta. Los enlaces disulfuro intercatenarios se muestran como lineas continuas entre las cadenas
pesada-pesada del anticuerpo o las cadenas pesada-ligera de anticuerpo. Los farmacos y sus puntos de
conjugacién con el anticuerpo se muestran como circulos. Debajo de cada isémero, se muestran los fragmentos
generados en condiciones no reductoras ("no rojo") y reductoras ("rojo") (con el niumero de farmacos por
fragmento entre paréntesis).

La Figura 2 muestra un cromatograma del perfil de elucién de un andlisis de cromatografia de interaccion
hidréfoba (HIC) de conjugado de veMMAE-cAC10 preparado mediante un aspecto del método 2a: reoxidacién
parcial con DTNB, purificacién con PD-10 y conjugacion de veMMAE. "EQ", "E2", "E4", "E6" y "E8" se refieren a
los isomeros del anticuerpo cAC10 con 0, 2, 4, 6 y 8 moléculas de MMAF unidas por anticuerpo,
respectivamente.

La Figura 3 muestra un cromatograma HIC para otro aspecto del método 2b: reoxidacion con DTNB en un solo
recipiente y conjugacion de veMMAE. "EQ", "E2", "E4", "E6" y "E8" se refieren a los isémeros del anticuerpo
cAC10 con 0, 2, 4, 6 y 8 moléculas de MMAF unidas por anticuerpo, respectivamente. Se recogié E4 puro de
aproximadamente 34-38 min (indicado por la flecha).

La Figura 4 muestra la comparacién en grafico de barras del porcentaje de composicion de conjugados de
anticuerpo-farmaco incluso para las especies cargadas con farmaco de los métodos 1, 2a y 2b. Para cada
especie, los conjugados de anticuerpo-farmaco se prepararon mediante los métodos de conjugacion de
reduccion parcial con DTT (barra izquierda), reoxidacion con DTNB (barra intermedia) o reoxidacion con DTNB
de un solo recipiente (barra de la derecha).

La Figura 5 muestra un rastro de bioanalizador para el material E4 recogido como se indica en el cromatograma
HIC de la Figura 3 (método 2b). "L" indica cadenas ligeras libres. "H" indica cadenas pesadas libres. "HL" indica
cadenas pesada y ligera asociadas. “HH" indica cadenas pesada y pesada asociadas. "HHL" indica cadenas
pesada y pesada, y pesada y ligera asociadas.

La Figura 6 muestra el analisis PLRP del material recogido a partir del cromatograma HIC de la Figura 3 (método
2b). "L0" y "L1" indican una cadena ligera con ninguna o una molécula de farmaco unida, respectivamente. "HO0",
"H1", "H2" y "H3" indican una cadena pesada con cero, una, dos o tres moléculas de farmaco unidas.

La Figura 7 muestra una representacion en una vifieta de las principales especies de conjugado obtenidas por
reduccion, total o parcial, de los enlaces disulfuro intercatenarios, seguida de la conjugacién con un farmaco. La
reduccion total y la conjugacion producen principalmente las especies cargadas totalmente con 8 farmacos por
anticuerpo, mientras que la reduccion parcial y la conjugacién pueden conducir a la generacion de todas las
especies que se muestran. Solo hay un isémero de cada para las especies cargadas con 0 y 8 farmacos,
mientras que las especies cargadas con 2, 4 y 6 farmacos contienen 3, 4 y 3 isémeros, respectivamente. (En
referencia a la Figura 1, cabe sefialar que la especie 4A es una imagen especular de la especie 4C y que la
especie 4B es una imagen especular de la especie 4D. En la Figura 7, las especies 4A y 4C se denominan 4A, y
las especies 4B y 4D se denominan especie 4B). Los enlaces disulfuro intercatenarios se muestran como lineas
continuas entre las cadenas pesada y pesada o las cadenas pesada y ligera del anticuerpo. Los farmacos y su
punto de conjugacion al anticuerpo se muestran en forma de circulos.

La Figura 8 es un diagrama de flujo de proceso para un aspecto de un proceso de conjugacion por "reduccion
parcial" con DTT para producir isémeros mixtos E4 (E4M). Se ajusta el pH del anticuerpo cAC10 a 7,5 con
fosfato de sodio dibasico, y se afiade EDTA a una concentracién final de 5 mM. Luego se calienta la solucién de
anticuerpo hasta 37 °C. Para reducir parcialmente el anticuerpo, se afaden 2,95 equivalentes molares de DTT a
la solucién de anticuerpo y se dejan reducir durante 105 min a 37 °C. Tras la reduccion, se enfria la solucion de
anticuerpo hasta 2-8 °C, y se elimina el exceso de DTT por ultrafiltracion/diafiltracién de volumen constante
(UF/DF), obteniéndose el cAC10 purificado, reducido. Se toma una muestra del cAC10 purificado, reducido, y se
determinan la concentracién de tiol, la concentracion de anticuerpo y la proporcion molar del tiol con respecto al
anticuerpo mediante ensayos de A280 y DTNB. A continuacion, se afiade un ligero exceso del enlazador de
farmacos veMMAE (normalmente, un exceso del 2 al 15 % en forma de una solucién de DMSO) a la soluciéon de
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anticuerpo para iniciar la reaccién de conjugacion. Se deja que la reaccién de conjugacion transcurra durante
30 min a 2-8 °C, obteniéndose el E4M en bruto. Al final de la reacciéon de conjugacion, se inactiva cualquier
exceso de enlazador de farmacos veMMAE mediante la reaccion con un gran exceso de cisteina durante 15 min
a 2-8 °C, obteniéndose el E4M en bruto inactivado. Se realiza el intercambio de tampén y la eliminaciéon del
farmaco libre y de otras especies de bajo peso molecular mediante UF/DF de volumen constante (normalmente,
de 6 a 10 diavolimenes), obteniéndose la sustancia de farmaco E4M.

La Figura 9 es un diagrama de flujo de proceso para otro aspecto de un proceso de conjugaciéon por "reduccion
parcial" con TCEP, en el que no se usa una etapa de purificacién intermedia, para producir isdmeros mixtos E4
(E4M). Se ajusta el pH del anticuerpo cAC10 a 7,5 con fosfato de sodio dibasico, y se afiade EDTA a una
concentracién final de 5 mM. Luego se calienta la solucion de anticuerpo hasta 37 °C. Para reducir parcialmente
el anticuerpo, se afaden 2,20 equivalentes molares de TCEP a la solucion de anticuerpo y se dejan reducir
durante 105 min a 37 °C. Se toma una muestra de la reaccion de reduccién y se determinan la concentracién de
tiol, la concentracién de anticuerpo y la proporcién molar del tiol con respecto al anticuerpo mediante ensayos de
A280 y DTNB. Tras la reduccion, se enfria la solucion de anticuerpo hasta 2-8 °C. A continuacién, se afnade un
ligero exceso del enlazador de farmacos veMMAE (normalmente, un exceso del 2 al 15 % en forma de una
solucion de DMSO) a la solucién de anticuerpo para iniciar la reaccién de conjugacién. Se deja que la reaccion
de conjugacion transcurra durante 20 min a 2-8 °C, obteniéndose el E4M en bruto. Al final de la reaccion de
conjugacion, se inactiva cualquier exceso de enlazador de farmacos veMMAE mediante la reaccidén con un gran
exceso de N-acetil-cisteina durante 20 min a 2-8 °C, obteniéndose el E4M en bruto inactivado. Se realiza el
intercambio de tampédn y la eliminacion del farmaco libre y de otras especies de molécula pequefia mediante
UF/DF de volumen constante (normalmente, de 6 a 10 diavolimenes), obteniéndose la sustancia de farmaco
E4M

La Figura 10 muestra un grafico de la internalizacién del anticuerpo conjugado con cAC10 por células Karpas-
299 CD30". Se combinaron las células con 1 ug/ml de cAC10 marcado fluorescentemente y diluciones en serie
bien de cAC10, cAC10-E2, cAC10-E4 o cAC10-E8 de 20 pg/ml a 9 pg/ml. Tras la incubacion de las células con el
anticuerpo, se lavaron las células marcadas con medio de tinciéon y se midié la fluorescencia. Se representaron
graficamente las intensidades de fluorescencia normalizadas frente a la concentracion de mAb como se describe
en el Ejemplo 8.

Las Figuras 11A y 11B muestran graficos de la internalizaciéon de cAC10 y anticuerpos conjugados con cAC10
por células CD30*. Se incubaron células A) Karpas-299 y B) L540cy con diluciones en serie de cAC10 y las
especies E2, E4 y E8 de ADC de cAC10. Después de una incubacion de 96 horas con las muestras, se afadio
[3H]-TdR y se midié su incorporacién. Se normalizé la radiactividad de las muestras tratadas con respecto a los
controles no tratados y se represent6 frente a la concentracion.

Las Figuras 12A y 12B muestran la eficacia in vivo de cAC10 y anticuerpos conjugados con cAC10 en ratones
SCID que portan xenoinjertos subcutaneos. La Figura 12A muestra los resultados con ratones SCID que portan
tumores subcutaneos de Karpas-299 inyectados con cAC10-E2 a 0,5 mg/kg o 1,0 mg/kg cada cuatro dias para
cuatro inyecciones. cAC10-E4 y cAC10-8 se administraron bien a 0,25 o 0,5 mg/kg cada cuatro dias en cuatro
inyecciones. La Figura 12B muestra los resultados con ratones SCID con tumores subcutdneos Karpas-299 que
fueron tratados con una sola dosis de E2, E4 0 E8 a 1,0 mg/kg.

Las Figuras de 13A-D muestran rastros HPLC de cromatografia de interaccién hidréfoba de (A) mezcla de E4;
(B) E2 puro preparado mediante HIC preparativa; (C) E4 puro preparado mediante HIC preparativa; y (D) E6 puro
preparado mediante HIC preparativa, respectivamente. Las muestras se prepararon por reduccion parcial con
DTT seguida de conjugacion con MMAE. Los cromatogramas se normalizaron con respecto a la altura del pico
mas alto de cada cromatograma. Las inyecciones fueron 50 ul de 5-10 mg/ml de cAC10-vcMMAE en PBS
mezclado con 50 pl de NaCl 2,0 M y fosfato de sodio 50 mM a pH 7. Las separaciones se realizaron a 30 °C.

La Figura 14 muestra los rastros HPLC de PLRP-S de (A) mezcla de E4 preparada mediante reduccion parcial
con DTT seguida de conjugacion con MMAE (rastro superior); (B) mezcla de E4 preparada mediante reoxidacion
parcial con DTNB seguida de conjugacion con MMAE (segundo rastro empezando por arriba); (C) E4 puro
preparado mediante reducciéon parcial con DTT seguida de conjugacion con MMAE vy purificada por HIC
preparativa (segundo rastro empezando por abajo); y (D) E4 puro preparado por reoxidacion parcial con DTNB
seguida de conjugacion con MMAE y purificado por HIC preparativa (rastro inferior). Los cromatogramas se
normalizaron con respecto a la altura del pico mas alto de cada cromatograma. Las inyecciones fueron 20 pl de
1 mg/ml de cAC10-vcMMAE tratado con DTT 20 mM durante 15 min a 37 °C. Las separaciones se realizaron a
80 °C.

La Figura 15 muestra rastros de bioanalizador (electroforesis capilar) de (A) mezcla de E4 preparada por
reduccion parcial con DTT seguida de conjugacién con MMAE (rastro superior); (B) mezcla de E4 preparada
mediante reoxidacion parcial con DTNB seguida de conjugaciéon con MMAE (segundo rastro empezando por
arriba); (C) E4 puro preparado mediante reduccion parcial con DTT seguida de conjugacién con MMAE vy
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purificado por HIC preparativa (segundo rastro empezando por abajo); y (D) E4 puro preparado por reoxidacion
parcial con DTNB seguida de conjugacion con MMAE y purificado por HIC preparativa (rastro inferior). Las
muestras se prepararon en condiciones no reductoras segun lo indicado por el fabricante.

Descripcion detallada

Para mayor claridad de la divulgacion, y no a modo de limitacion, la descripcion detallada se divide en los siguientes
apartados.

|. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todas las expresiones y los términos técnicos y cientificos usados en el presente
documento tienen el mismo significado que el cominmente entendido por un experto habitual en la materia relativa a
los métodos y composiciones descritos. Como se usan en el presente documento, los siguientes términos y las
siguientes expresiones tendran el significado que se les atribuye, a menos que se especifique lo contrario.

El término "farmaco", como se usa en el presente documento, significa un elemento, un compuesto, un agente o una
entidad molecular, incluyendo, por ejemplo, un compuesto farmacéutico, terapéutico o farmacolégico. Los farmacos
pueden ser naturales o sintéticos, o una combinacion de los mismos. Un "farmaco terapéutico” es un agente que
ejerce un efecto terapéutico (por ejemplo, beneficioso) sobre las células cancerosas o células inmunes (por ejemplo,
células inmunes activadas), bien solo o en combinacién con otro agente (por ejemplo, una enzima conversora de
profarmacos en combinacion con un profarmaco). Por lo general, los farmacos terapéuticos Utiles de acuerdo con los
métodos y las composiciones descritos en el presente documento son aquellos que ejercen un efecto citotoxico,
citostatico o inmunosupresor. En ciertas realizaciones, un farmaco no es un elemento radiactivo.

"Agente citotéxico", en referencia al efecto de un agente en una célula, significa muerte de la célula.
"Agente citostatico" significa una inhibicion de la proliferacién celular.

El término "polipéptido” se refiere a un polimero de aminoacidos y su equivalente, y no se refiere a una longitud
especifica de un producto. Por lo tanto, "péptidos" y "proteinas" estan incluidos dentro de la definicion de un
polipéptido. También se incluyen dentro de la definicion de polipéptidos los "anticuerpos” como se definen en el
presente documento. Una "region polipeptidica” se refiere a un segmento de un polipéptido, segmento que puede
contener, por ejemplo, uno o mas dominios 0 motivos (por ejemplo, una regién polipeptidica de un anticuerpo puede
contener, por ejemplo, una o mas CDR). El término "fragmento" se refiere a una porcién de un polipéptido que
normalmente tiene al menos 20 aminoacidos contiguos o al menos 50 aminodacidos contiguos del polipéptido. Un
"derivado" incluye un polipéptido o fragmento del mismo que tiene sustituciones de aminoacidos conservadoras con
respecto a un segundo polipéptido; o un polipéptido o fragmento del mismo que se modifica mediante union
covalente de una segunda molécula tal como, por ejemplo, mediante la unién de un polipéptido heterdlogo o
mediante glucosilacion, acetilacién, fosforilacion y similares. Ademas, se incluyen, por ejemplo, analogos de
polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (por ejemplo, aminoacidos no naturales y
similares), polipéptidos con enlaces no sustituidos, asi como otras modificaciones conocidas en la técnica, tanto
naturales como no naturales. Los andlogos de polipéptido incluyen, por ejemplo, miméticos de proteinas y
bombesina.

El término "anticuerpo”, como se usa en el presente documento, se refiere a (a) polipéptidos de inmunoglobulina y
partes inmunolégicamente activas de polipéptidos de inmunoglobulina, es decir, polipéptidos de la familia de las
inmunoglobulinas, o fragmentos de los mismos, que contienen un sitio de unién al antigeno que se une
inmunoespecificamente a un determinado antigeno; o (b) derivados sustituidos de manera conservadora de dichos
polipéptidos de inmunoglobulina o fragmentos que se unen inmunoespecificamente al antigeno. Los anticuerpos se
describen de manera general, por ejemplo, en Harlow y Lane, “Antibodies: A Laboratory Manual” (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1988).

Un "derivado de anticuerpo”, como se usa en el presente documento, significa un anticuerpo, como se ha definido
anteriormente, que esta modificado por la unién covalente de una molécula heterdloga tal como, por ejemplo,
mediante la union de un polipéptido heter6logo, o mediante glucosilacion, acetilacion o fosforilacién no asociada
normalmente con el anticuerpo, y similares.

La expresién "anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo que se deriva de un solo clon celular, incluyendo
cualquier clon celular eucariota o procariota, o un clon de fago, y no el método mediante el que se produce. Por lo
tanto, la expresién "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, no se limita a anticuerpos
producidos a través de la tecnologia de hibridomas.

La expresion "enlace disulfuro intercatenario”, en el contexto de un anticuerpo, se refiere a un enlace disulfuro
situado entre dos cadenas pesadas o entre una cadena pesada y una cadena ligera.



10

15

20

25

30

ES 2533 695 T3

La expresion "tiol intercatenario” se refiere a un grupo tiol de una cadena pesada o ligera de anticuerpo que puede
participar en la formacién de un enlace disulfuro intercatenario.

Una proteina se denomina "totalmente cargada" cuando todos los puntos de conjugacién de un determinado tipo y/o
de reactividad similar se conjugan con farmacos, dando lugar a una poblacion homogénea de conjugado de
proteina-farmaco. Una proteina se denomina "parcialmente cargada" cuando solo algunos de los posibles puntos de
conjugacién de un determinado tipo y/o de una reactividad similar se conjugan a los farmacos, dando lugar a la
formacion de un determinado isémero o isémeros del conjugado de proteina-farmaco.

El término "aislado/a", en el contexto de una molécula o macromolécula (por ejemplo, un anticuerpo), es aquel que
se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno natural. Los componentes
contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian con el uso deseado (por ejemplo, de
diagnéstico o terapéutico) de la molécula, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos o no
proteicos. En algunas realizaciones, se purificara una molécula o macromolécula aislada (1) hasta mas del 95 % o
mas del 99 % en peso de la molécula o macromolécula segun lo determinado mediante, por ejemplo, los métodos de
Lowry o Bradford; (2) hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de secuencia de aminoacidos N-
terminal o interna mediante el uso de un secuenciador de copa giratoria; o (3) hasta alcanzar la homogeneidad
mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras usando azul de Coomassie o, preferentemente,
tincion de plata. Las moléculas y macromoléculas aisladas incluyen la molécula y macromolécula in situ de células
recombinantes, ya que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estara presente.
Normalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara mediante al menos una etapa de purificacion.

La abreviatura "AFP" se refiere a dimetilvalina-valina-dolaisoleucina-dolaproina-fenilalanina-p-fenilendiamina que
tiene la formula general que se muestra a continuacion:

NH,
CH, O
N;, H
. M.,
N N
OCH; O H

(3113 Hy, O N

La abreviatura "MMAE" se refiere a monometil-auristatina E que tiene la férmula general que se muestra a
continuacion:

La abreviatura "MMAF" se refiere a dovalina-valina-dolaisoleunina-dolaproina-fenilalanina que tiene la férmula
general que se muestra a continuacion:

hnr Q[/' OH

N
OCH,; O H
OCH, O

La abreviatura "AEB" se refiere a un éster producido mediante la reaccion de auristatina E con acido
paraacetilbenzoico. La abreviatura "AEVB" se refiere a un éster producido mediante la reaccion de auristatina E con
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acido benzoilvalérico.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, se refiere a sales
organicas o inorganicas farmacéuticamente aceptables de una molécula o macromolécula. Las sales de adicién de
acido se pueden formar con grupos amino. Las sales de ejemplo incluyen, pero sin limitacién, sales sulfato, citrato,
acetato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, bisulfato, fosfato, fosfato acido, isonicotinato, lactato, salicilato,
citrato acido, tartrato, oleato, tanato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato, maleato, gentisinato, fumarato,
gluconato, glucuronato, sacarato, formiato, benzoato, glutamato, metanosulfonato, etanosulfonato,
bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato (es decir, 1,1'-metilen-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)). Una sal
farmacéuticamente aceptable puede implicar la inclusién de otra molécula tal como un i6n acetato, un i6n succinato
u otro contraiéon. El contraién puede ser cualquier resto organico o inorganico que estabilice la carga en el
compuesto precursor. Ademas, una sal farmacéuticamente aceptable puede tener mas de un atomo cargado en su
estructura. Los casos en los que hay mudltiples atomos cargados formando parte de la sal farmacéuticamente
aceptable pueden tener multiples contraiones. Por lo tanto, una sal farmacéuticamente aceptable puede tener uno o
mas atomos cargados y/o uno o mas contraiones.

"Solvato farmacéuticamente aceptable" o "solvato" se refieren a una asociacion de una o mas moléculas de
disolvente y una molécula o macromolécula. Los ejemplos de disolventes que forman solvatos farmacéuticamente
aceptables incluyen, pero sin limitacion, agua, isopropanol, etanol, metanol, DMSO, acetato de etilo, acido acético y
etanolamina.

Il. Polipéptidos, proteinas, anticuerpos

La presente divulgacion describe conjugados de proteina-farmaco y métodos de preparacién de conjugados de
proteina-farmaco. También se proporcionan proteinas que tienen puntos de conjugacioén para recibir un farmaco. Los
conjugados de proteina-farmaco se pueden usar a nivel terapéutico y de diagnéstico (por ejemplo, in vitro o in vivo),
para la formacién de imagenes in vivo y para otros usos.

Se pueden conjugar varias clases de proteinas, incluyendo anticuerpos, enzimas, proteinas glucosiladas, lectinas,
varios receptores bioloégicos, hormonas proteicas y otras proteinas que pueden servir como agente de unién para
una pareja de union. Las proteinas contienen al menos un sitio reactivo tal como un enlace disulfuro, un grupo
amino, un grupo hidroxilo o un grupo carboxilo, donde se puede producir la conjugacién de un farmaco a la proteina.

El sitio reactivo es accesible y capaz de realizar la activacion, tal como por medios quimicos. En algunas
realizaciones, la proteina que se va a activar quimicamente con fines de conjugacién es aquella que contiene
enlaces disulfuro no esenciales para el uso previsto de la proteina y/o aquella que no interferiria con la proteina (tal
como, pero sin limitacion, provocando la degradacion de la proteina o interfiriendo con la funcién de unién u otras
funciones (por ejemplo, la funcién efectora)). En dicha proteina, hay un enlace disulfuro presente como resultado de
la oxidacion de los grupos laterales tiol (--SH) de dos restos de cisteina. Estos restos pueden estar en diferentes
cadenas polipeptidicas o en la misma cadena polipeptidica. Como resultado de la oxidacion, se forma un enlace
disulfuro (--S--S--) entre los carbonos  de los restos de cisteina originales. Tras la reduccion, los restos se suelen
denominar indistintamente medias cistinas y cistina. El tratamiento del enlace disulfuro con un agente reductor
provoca la escision reductora de los enlaces disulfuro para dejar los grupos tiol libres. Los ejemplos de proteinas que
contienen enlaces disulfuro incluyen anticuerpos, muchas enzimas, algunas hormonas y ciertos receptores.

En algunas realizaciones, el enlace disulfuro puede ser de origen natural. En algunas realizaciones, también se
pueden introducir quimicamente uno o varios grupos sulfhidrilo en una proteina (por ejemplo, un anticuerpo). Los
métodos adecuados para la introduccién de grupos sulfhidrilo incluyen medios quimicos (por ejemplo, usando un
agente de tiolacion tal como 2-IT) o usando tecnologia de ADN recombinante. Por ejemplo, se pueden introducir
restos de cisteina en una proteina por mutagénesis de un acido nucleico que codifica la proteina. Véase en general
Sambrook et al., “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 11l ed., Cold Spring Harbor Publish., Cold Spring Harbor,
Nueva York (2001); Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology”, IV ed., John Wiley and Sons, Nueva
York (1999)) Se pueden introducir grupos sulfhidrilo en una proteina, por ejemplo, en el polipéptido o en el extremo
carboxi-terminal.

En algunas realizaciones, la proteina es un anticuerpo. Dicho anticuerpo se puede usar en el diagndstico in vitro o in
vivo, la formacion de imagenes in vivo o el tratamiento de enfermedades o afecciones con antigenos distintivos. La
unidad basica de la estructura de un anticuerpo es un complejo de cuatro polipéptidos-dos cadenas idénticas de bajo
peso molecular ("ligeras") y dos cadenas idénticas de alto peso molecular ("pesadas"), unidas entre si tanto por
asociaciones no covalentes como por enlaces disulfuro. Los diferentes anticuerpos tendran en cualquier parte de
una a cinco de estas unidades basicas. El anticuerpo se puede representar esquematicamente como una "Y". Cada
rama de la "Y" esta formada por la parte amino terminal de una cadena pesada y una cadena ligera asociada. La
base de la "Y" esta formada por las porciones carboxi terminales de las dos cadenas pesadas. El nodo de la "Y" se
denomina regioén bisagra.

Se reconocen cinco clases de anticuerpos humanos (IgG, IgA, IgM, IgD e IgE), y dentro de estas clases, varias
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subclases (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1 e IgA2) o subclases de moléculas de inmunoglobulina,
basadas en diferencias estructurales tales como el nimero de unidades de inmunoglobulina de una sola molécula de
anticuerpo, la estructura del puente disulfuro de las unidades individuales, y diferencias en la longitud de la cadena y
la secuencia. La clase y subclase de un anticuerpo es su isotipo.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo intacto o un fragmento de anticuerpo de unién al antigeno tal como, por
ejemplo, un Fab, un F(ab'), un F(ab"). , una cadena Fd, un Fv monocatenario (scFv), un anticuerpo monocatenario,
un Fv unido por enlace disulfuro (sdFv), un fragmento que comprende un dominio bien V. o Vu, 0 fragmentos
producidos por una biblioteca de expresion de Fab. Los fragmentos de anticuerpos de unién al antigeno, incluyendo
los anticuerpos monocatenarios, pueden comprender la/s region/es variable/s sola/s o en combinacion con la
totalidad o una parte de los siguientes: regién bisagra, dominios Cy1, Ch2, Cn3, Cud y CL. Ademas, los fragmentos
de unién al antigeno pueden comprender cualquier combinacién de una o varias regiones variables con una regién
bisagra, dominios Cu1, Cu2, Cu3, Cud y C.. En algunas realizaciones, un fragmento de anticuerpo comprende al
menos un dominio, o parte de un dominio, que incluye enlaces disulfuro intercatenarios.

Por lo general, los anticuerpos son de ser humano, roedor (por ejemplo, ratén y rata), burro, oveja, conejo, cabra,
cobaya, camélido, caballo o pollo. Como se usan en el presente documento, los anticuerpos "humanos" incluyen
anticuerpos que tienen la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina humana e incluyen anticuerpos
aislados de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas, de linfocitos B humanos o de animales transgénicos para una
0 mas inmunoglobulinas humanas, como se describe mas adelante y, por ejemplo en las patentes de EE.UU. N°
5.939.598 y 6.111.166. Los anticuerpos pueden ser monoespecificos, biespecificos, triespecificos o de mayor
multiespecificidad.

En algunas realizaciones, los dominios constantes tienen funcién efectora. La expresion "funcién efectora de
anticuerpo” o AEC, como se usa en el presente documento, se refiere a una funciéon aportada por uno o varios
dominios Fc de una Ig. Dicha funcién se puede efectuar, por ejemplo, mediante la unién de uno o varios dominios
efectores Fc a un receptor Fc en una célula inmune con actividad fagocitica o litica, o0 mediante la unién de uno o
varios dominios efectores Fc a componentes del sistema del complemento. Por lo general, el/los efecto/s mediado/s
por las células de unién a Fc o componentes del complemento generan la inhibicion y/o el agotamiento de la célula
dirigida a CD70. La funcion efectora puede ser, por ejemplo, "citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo” o
ADCC, "fagocitosis celular dependiente del anticuerpo” o ADCP, "citotoxicidad dependiente del complemento" o
CDC. En otras realizaciones, el dominio constante carece de una o mas funciones efectoras.

Los anticuerpos pueden estar dirigidos contra el antigeno de interés, tal como de interés médico y/o terapéutico. Por
ejemplo, el antigeno puede ser uno asociado con patégenos (tales como, pero sin limitacion, virus, bacterias, hongos
y protozoos), parasitos, células tumorales o determinadas afecciones. En el caso de un antigeno asociado a un
tumor (TAA), el cancer puede ser del sistema inmunitario, pulmén, colon, recto, mama, ovario, préstata, cabeza,
cuello, hueso o cualquier otra ubicacién anatdmica. Los antigenos de interés incluyen, pero sin limitacién, CD30,
CD40, Lewis Y y CD70. En algunas realizaciones, el antigeno es CD2, CD20, CD22, CD33, CD38, CD40, CD52,
HER2, EGFR, VEGF, CEA, HLA-DR, HLA-Dr10, CA125, CA15-3, CA19-9, L6, Lewis X, o-fetoproteina, CA 242,
fosfatasa alcalina placentaria, antigeno especifico de la préstata, fosfatasa acida prostatica, factor de crecimiento
epidérmico, MAGE-1, MAGE-2, MAGE-3, MAGE-4, anti-receptor de transferrina, p97, MUC1-KLH , gp100, MART1,
receptor de IL-2, gonadotropina coriénica humana, mucina, P21, MPG y producto del oncogén Neu.

Algunos anticuerpos Utiles especificos incluyen, pero sin limitacién, mAb BR96 (Trail et al. (1993), Science 261:212-
215), BR64 (Trail et al. (1997), Cancer Research 57:100-105), mAb contra el antigeno CD40, tales como mAb S2C6
(Francisco et al. (2000) Cancer Res. 60:3225-3231) y mAb contra el antigeno CD30, tales como AC10 (Bowen et al.
(1993) J. Immunol. 151:5896-5906). Se pueden usar muchos otros anticuerpos de internalizacién que se unen a
antigenos especificos de tumores, y se han revisado (véase, por ejemplo, Franke et al. (2000), Cancer Biother
Radiopharm. 15:459-76; Murray (2000), Semin Oncol. 27:64-70; Breitling et al., “Recombinant Antibodies”, John
Wiley, and Sons, Nueva York, 1998).

La expresion "antigeno especifico de un tumor”, como se usa en el presente documento, se entendera que tiene la
connotacion de un antigeno caracteristico de un determinado tumor o muy correlacionado con dicho tumor. Sin
embargo, los antigenos especificos de tumores no son necesariamente Unicos del tejido tumoral, es decir, que los
anticuerpos contra ellos pueden reaccionar de forma cruzada con antigenos de tejido normal. Cuando un antigeno
especifico de un tumor no es Unico para las células tumorales, frecuentemente ocurre que, en la practica, los
anticuerpos que se unen a antigenos especificos de tumores son suficientemente especificos de las células
tumorales para llevar a cabo los procedimientos deseados sin asumir un riesgo injustificado o una interferencia como
consecuencia de reacciones cruzadas. Son muchos los factores que contribuyen a esta especificidad practica. Por
ejemplo, la cantidad de antigeno en la célula tumoral puede superar en gran medida la cantidad del antigeno de
reaccion cruzada que se encuentra en las células normales, o el antigeno sobre las células tumorales se puede
presentar de forma mas eficaz. Por lo tanto, la expresion "antigeno especifico de un tumor" se refiere, en el presente
documento, a una especificidad de utilidad practica, y no pretende indicar una especificidad absoluta ni implicar que
un antigeno es unico del tumor.
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El anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal. Cuando el sujeto es un sujeto humano,
el anticuerpo se puede obtener mediante la inmunizacién de cualquier animal capaz de generar una respuesta
inmune de utilidad hacia antigeno. El animal puede ser un ratén, una rata, una cabra, una oveja, un conejo u otro
animal experimental adecuado. El antigeno se puede presentar en forma de un inmundgeno de origen natural o un
conjugado inmunogénico sintético de un hapteno y un vehiculo inmunogénico. En el caso de un anticuerpo
monoclonal, se pueden fusionar células productoras de anticuerpos del animal inmunizado con células humanas o
animales "inmortales” o "inmortalizadas” para obtener un hibridoma que produzca el anticuerpo. Si se desea, se
pueden clonar los genes que codifican una o mas de las cadenas de inmunoglobulina de manera que el anticuerpo
se pueda producir en diferentes células huésped, y si se desea, los genes se pueden mutar con el fin de modificar la
secuencia y, por tanto, las caracteristicas inmunologicas del anticuerpo producido. Los anticuerpos monoclonales
humanos se pueden preparar mediante cualquiera de las numerosas técnicas conocidas en la materia (por ejemplo,
Teng et al. (1983), Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 80, 7308-7312; Kozbor et al. (1983) Immunology Today 4, 72-79; y
Olsson et al. (1982), Meth. Enzymol. 92, 3-16).

El anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo murino, un anticuerpo quimérico, humanizado o totalmente
humano producido mediante técnicas bien conocidas para un experto en la materia. Los anticuerpos recombinantes
tales como anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados, que comprenden porciones tanto humanas como
no humanas, que se pueden producir usando técnicas de ADN recombinante convencionales, son anticuerpos utiles.
Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes porciones se derivan de diferentes especies animales
tales como los que tienen una regién variable derivada de regiones constantes de inmunoglobulina monoclonal
murina y humana. (Véase, por ejemplo, Cabilly et al., patente de EE.UU. N°® 4.816.567; y Boss et al., patente de
EE.UU. N? 4.816.397). Los anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpo de especies no humanas que
tienen una o mas regiones de determinacion de la complementariedad (CDR) de las especies no humanas y una
region marco de una molécula de inmunoglobulina humana. (Véase, por ejemplo, Queen, patente de EE.UU. N®
5.585.089). Dichos anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados se pueden producir mediante técnicas de
ADN recombinante conocidas en la materia, por ejemplo, usando métodos que se describen en la publicacion
internacional N® WO 87/02671; publicacién de patente europea N° 184.187; publicacion de patente europea N°
171496; publicacién de patente europea N2 173494; publicacién internacional N® WO 86/01533; publicacion de
patente europea N® 12.023; Berter et al. (1988), Science 240:1041-1043; Liu et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 84:3439-3443; Liu et al. (1987), J. Immunol. 139:3521-3526; Sun et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.
84:214-218; Nishimura et al. (1987), Cancer. Res. 47:999-1005; Wood et al. (1985), Nature 314:446-449; y Shaw et
al. (1988), J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559; Morrison (1985), Science 229:1202-1207; Oi et al. (1986),
BioTechniques 4:214; patente de EE.UU. N® 5.225.539; Jones et al. (1986), Nature 321:552-525; Verhoeyan et al.
(1988), Science 239:1534; y Beidler et al. (1988), J. Immunol. 141:4053-4060.

Los anticuerpos completamente humanos se pueden producir, por ejemplo, usando ratones transgénicos que sean
incapaces de expresar genes enddgenos de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, pero que puedan
expresar genes humanos de cadena pesada y ligera. Se inmunizan los ratones transgénicos de la forma habitual
con un antigeno seleccionado o una parte del mismo. Se pueden obtener anticuerpos monoclonales dirigidos contra
el antigeno usando tecnologia convencional de hibridomas. Los transgenes de inmunoglobulina humana albergados
en los ratones transgénicos se reorganizan durante la diferenciacién de los linfocitos B y, posteriormente,
experimentan un intercambio de clase y mutacién somatica. Por lo tanto, usando dicha técnica, es posible producir
anticuerpos IgG, IgA, IgM e IgE terapéuticamente Utiles. Para obtener una visién de conjunto de esta tecnologia de
produccion de anticuerpos humanos, véase Lonberg y Huszar (1995, Int. Rev. Immunol. 13: 65-93). Para consultar
un andlisis detallado de esta tecnologia de produccién de anticuerpos humanos y anticuerpos monoclonales
humanos y protocolos para producir dichos anticuerpos, véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 5.625.126;
N? 5.633.425; N° 5.569.825; N° 5.661.016; N° 5.545.806. Es posible adquirir otros anticuerpos humanos en el
mercado, por ejemplo, en Abgenix, Inc. (Freemont, CA) y Genpharm (San Jose, CA).

También se pueden generar anticuerpos totalmente humanos que reconocen un epitopo seleccionado usando una
técnica denominada "seleccion guiada". En esta metodologia, se usa un anticuerpo monoclonal no humano
seleccionado, por ejemplo, un anticuerpo de ratén, para guiar la seleccién de un anticuerpo totalmente humano que
reconoce el mismo epitopo. Véase Jespers et al. (1994), Biotechnology 12:899-903. Los anticuerpos humanos
también se pueden producir usando diversas técnicas conocidas en la materia, incluyendo las bibliotecas de
presentacién de fagos (Hoogenboom y Winter (1991), J. Mol. Biol. 227:381; Marks et al. (1991), J. Mol. Biol.
222:581; Quan y Carter (2002), "The rise of monoclonal antibodies as therapeutics". en Anti-IgE and Allergic
Disease, Jardieu, P. M. y Fick Jr., R. B, eds., Marcel Dekker, Nueva York, NY, Capitulo 20, pag. 427-469.

El anticuerpo también puede ser un anticuerpo biespecifico. En la técnica, se conocen métodos para preparar
anticuerpos biespecificos. La produccién tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud total se basa en la
coexpresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina, en los que las dos cadenas tienen
diferentes especificidades (Milstein et al., 1983, Nature 305: 537-539). Debido a la variedad aleatoria de cadenas
pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10
moléculas diferentes de anticuerpo, de las que solamente una tiene la estructura biespecifica correcta. En la
publicacion internacional N® WO 93/08829, y en Traunecker et al., (1991) EMBO J. 10: 3655-3659, se desvelan
procedimientos similares.
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De acuerdo con una metodologia diferente, se fusionan dominios variables de anticuerpos con las especificidades
de uni6on deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) con secuencias de dominio constante de
inmunoglobulina. La fusién es preferentemente con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina,
que comprende al menos parte de las regiones bisagra, C42 y Cn3. Se prefiere que tenga la primera region
constante de cadena pesada (Cu1) que contiene el sitio necesario para la unién a la cadena ligera, presente en al
menos una de las fusiones. Los acidos nucleicos con secuencias que codifican las fusiones de cadenas pesadas de
inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresion
separados, y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado. Esto proporciona gran flexibilidad en el ajuste
de las proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptido en realizaciones en las que las proporciones
desiguales de las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construccién proporcionan los rendimientos éptimos. Sin
embargo, es posible insertar las secuencias de codificacion para dos o las tres cadenas polipeptidicas en un vector
de expresion cuando la expresién de al menos dos cadenas polipeptidicas en proporciones iguales genera altos
rendimientos o cuando las proporciones no son particularmente significativas.

En una realizacién de esta metodologia, los anticuerpos biespecificos tienen una cadena pesada de inmunoglobulina
hibrida con una primera especificidad de unién en una rama, y un par hibrido de cadena pesada-cadena ligera de
inmunoglobulina (que proporciona una segunda especificidad de unién) en la otra rama. Esta estructura asimétrica
facilita la separacién del compuesto biespecifico deseado de combinaciones de cadenas de inmunoglobulina no
deseadas, pues la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina solo en una mitad de la molécula biespecifica
proporciona un modo de separacion facil (publicacion internacional N2 WO 94/04690).

Para mas informacién sobre la generacion de anticuerpos biespecificos véanse, por ejemplo, Suresh et al. (1986),
Methods in Enzymology 121:210; Rodrigues et al. (1993), J. Immunology 151:6954-6961; Carter et al. (1992),
Bio/Technology 10:163-167; Carter et al. (1995), J. of Hematotherapy 4:463-470; Merchant et al. (1998), Nature
Biotechnology 16:677-681. Usando dichas técnicas, se pueden preparar anticuerpos biespecificos para su uso en el
tratamiento o en la prevencién de enfermedades.

Los anticuerpos bifuncionales también se describen en la publicacion de patente europea N® EPA 0 105 360. Como
se desvela en dicha referencia, los anticuerpos hibridos o bifuncionales se pueden derivar bien biolégicamente, es
decir, mediante técnicas de fusion celular, o quimicamente, especialmente con agentes de reticulaciéon o reactivos
formadores de puentes disulfuro, y pueden comprender anticuerpos enteros o fragmentos de los mismos. Los
métodos de obtencidén de dichos anticuerpos hibridos se desvelan, por ejemplo, en la publicacion internacional WO
83/03679, y en la publicacion de patente europea N® EPA 0 217 577.

En otras realizaciones, el anticuerpo es una proteina de fusiéon de un anticuerpo, o un fragmento funcionalmente
activo de la misma, por ejemplo, en la que el anticuerpo se fusiona mediante un enlace covalente (por ejemplo, un
enlace peptidico), bien en el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal a una secuencia de aminoacidos de otra
proteina (o una parte de la misma, preferentemente partes de al menos 10, 20 o 50 aminoacidos de una proteina)
que no es el anticuerpo. Preferentemente, el anticuerpo o fragmento del mismo se une covalentemente a la otra
proteina en el extremo N-terminal del dominio constante.

En otras realizaciones mas, la proteina puede ser una proteina de fusion de la parte de unién de una molécula no-
anticuerpo fusionada mediante un enlace covalente al dominio de la region constante de cadena pesada y/o ligera
del anticuerpo, incluyendo opcionalmente una region bisagra. Dicha proteina de fusién puede incluir opcionalmente
al menos un, normalmente al menos dos, enlaces disulfuro intercatenarios. Por ejemplo, la proteina de fusion puede
incluir las regiones Cn1 y CL y una region bisagra.

lll. Métodos de activacion

En general, un farmaco se puede acoplar a una proteina o a otra molécula adecuada en un sitio activable. Los sitios
activables adecuados incluyen puntos de conjugacion tales como grupos tiol, grupos amino (por ejemplo, el grupo e-
amino de restos de lisina o en el extremo N-terminal de proteinas), grupos hidroxilo préximos (1,2-dioles) (por
ejemplo, hidratos de carbono oxidados) y grupos carboxilo (por ejemplo, el extremo C-terminal de proteinas, restos
de acido aspartico y acido glutamico, e hidratos de carbono tales como restos de acido silico).

Un farmaco se puede acoplar directamente a un punto de conjugacién. Por ejemplo, un farmaco se puede unir por
alquilacion del grupo e-amino de las lisinas de anticuerpos, aminacién reductora de hidratos de carbono oxidados o
reaccion con una hidrazida, transesterificacién entre grupos hidroxilo y carboxilo, amidacion en los grupos amino o
grupos carboxilo, y conjugacién con tioles (por ejemplo, tioles intercatenarios) o tioles introducidos mediante, por
ejemplo, alquilacion de lisinas con 2-iminotiolano (reactivo de Traut). Los métodos adecuados de conjugacién de
farmacos en los puntos de conjugacion se describen en, por ejemplo, “Current Protocols in Protein Science” (John
Wiley & Sons, Inc.), Capitulo 15 (“Chemical Modifications of Proteins”).

Un farmaco también se puede acoplar indirectamente a través de otra molécula, tal como un enlazador. Por ejemplo,

un farmaco también se puede conjugar a través de un grupo maleimida acoplado a un grupo sulfhidrilo en, por
ejemplo, pero sin limitacion, la region bisagra de un anticuerpo. Los conjugados de anticuerpos se pueden preparar

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2533 695 T3

haciendo reaccionar una forma derivatizada de maleimida del farmaco con el anticuerpo. Mas concretamente, los
conjugados de anticuerpos se pueden preparar mediante la reduccion de un anticuerpo para producir el anticuerpo
reducido, produciendo un farmaco de amina, la derivatizacion del fArmaco de amina con maleimida para producir un
farmaco derivatizado de maleimida y la reaccién del farmaco derivatizado con maleimida con el anticuerpo.

En una realizacién ilustrativa, una 1gGs, tal como cAC10, posee muchos enlaces disulfuro, siendo solo cuatro de
ellos intercatenarios. Debido a que los cuatro enlaces disulfuro intercatenarios se agrupan en la regién bisagra
altamente flexible y son mucho mas accesibles al disolvente que otros enlaces disulfuro (intracatenarios), la
reduccion con un exceso de, por ejemplo, un agente reductor tal como, pero sin limitacién, ditiotreitol (DTT), Tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP) o 2-mercaptoetanol, rompe los cuatro enlaces y genera ocho cisteinas (es decir, que
contienen el grupo tiol libre). La conjugacion de las ocho cisteinas con el enlazador de farmacos genera un
conjugado totalmente cargado con aproximadamente ocho farmacos por anticuerpo, como se muestra en la Fig. 7.

La presente divulgacion demuestra que, sorprendentemente, es posible mejorar las propiedades biolégicas de los
ADC con anticuerpos que tienen un promedio de 2, 2,5, 4 o0 6 farmacos por anticuerpo, lo que produce una menor
toxicidad mientras se mantiene la eficacia de los conjugados totalmente cargados, es decir, conjugados que tienen 8
farmacos por anticuerpo. La ventana terapéutica (la concentracion de conjugado de farmaco-anticuerpo a la que se
observa por primera vez que la toxicidad se divide entre la minima dosis eficaz) de conjugados parcialmente
cargados de farmacos es superior a la de los anticuerpos con 8 farmacos. Hay una serie de maneras de conjugar las
8 cisteinas con 4 farmacos, produciendo un gran nimero de posibles especies cargadas con farmaco (9 en total, con
de 0 a 8 farmacos por anticuerpo, véanse las Figuras 1y 7). Para aquellos anticuerpos que tienen 4 farmacos, hay 6
maneras posibles de distribuir los 4 farmacos, produciendo 6 isbmeros (véanse las Figuras 1 y 7). La homogeneidad
de las especies cargadas con 8 farmacos se pierde cuando se desean 4 farmacos por anticuerpo. Para los
anticuerpos con 2 o 6 farmacos por anticuerpo, hay tres formas posibles de distribuir los farmacos en las moléculas.

Los métodos de produccion de ADC parcialmente cargados (por ejemplo, con 4 (E4) en lugar de 8 farmacos por
anticuerpo) incluyen los siguientes: método 1 ("reduccion parcial") reducciéon parcial del anticuerpo mediante un
agente reductor tal como, pero sin limitacion, DTT o TCEP seguida de conjugacion; y método 2 ("reduccion completa
y reoxidacion") reduccién completa del anticuerpo con un agente reductor tal como, pero sin limitacion, DTT o TCEP,
seguida de la reoxidacién parcial del anticuerpo con un agente reoxidante (por ejemplo, pero sin limitacion, acido
5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), 4,4'-ditiodipiridina, 2,2'-ditiodipiridina, tetrationato de sodio o &cido
yodosobenzoico) y, finalmente, la conjugacion. En el método de reduccion total y reoxidacion, hay dos aspectos: 2a,
la purificacién después de la reoxidacion con DTNB; y 2b, la no purificacion después de la reoxidacion con DTNB
(reoxidacién en un solo recipiente y conjugacion de farmacos). Estos métodos producen diferentes porcentajes de
diferentes especies (por ejemplo, para E4, del 25 al 40 %) y también producen diferentes mezclas isoméricas de las
posibles especies. En la divulgacién, se engloban hibridos y variaciones de los métodos anteriores que serian
conocidas para un experto en la materia.

Como ejemplo de conjugados de anticuerpo y farmaco, la Figura 1 muestra las 6 posibles especies E4
(denominadas especies 4A a 4F) que se pueden generar durante una reaccion de conjugacién. Las especies 4A-D
no se pueden distinguir entre si mediante determinados métodos analiticos; sin embargo, es posible distinguirlas
tanto de 4E como de 4F.

En una realizacion del método 1 de reduccién parcial, se pueden preparar conjugados con, por ejemplo, 4 farmacos
por anticuerpo mediante la reduccion total del anticuerpo con, por ejemplo, pero sin limitacién, DTT, para producir 8
cisteinas de anticuerpos, seguida de la conjugacion a 4 equivalentes de farmaco. Esto conduce a una mezcla en la
que los anticuerpos tienen de 0 a 8 farmacos. Como alternativa, si el anticuerpo se reduce mediante cantidades
limitantes de, por ejemplo, DTT, de manera que un promedio de solo 2 de los 4 disulfuros se reduce (liberando 4
cisteinas), seguido de la conjugacién total de los farmacos, solo se formaran las especies cargadas con un ndmero
par de farmacos (0, 2, 4, 6 y 8 farmacos por anticuerpo). Esto reduce la complejidad de la mezcla, que puede
reducirse todavia mas mediante purificacion para aislar estas diferentes especies cargadas con farmaco.

En algunas realizaciones, es posible activar selectivamente ciertos puntos potenciales de conjugaciéon en una
proteina. Esta activacion selectiva permite la facil asignacién del/de los sitio/s de conjugacién de un farmaco en la
proteina. Por ejemplo, el tratamiento de un anticuerpo (por ejemplo, cAC10) con cantidades limitantes de los
potentes agentes reductores DTT o TCEP produce la reducciéon selectiva de los disulfuros de la cadena pesada-
ligera. En otro ejemplo, la reduccién total con DTT de un anticuerpo seguida de la reoxidacion parcial usando un
potente agente oxidante de tiol, tal como DTNB, produce la reoxidacion selectiva de los disulfuros bisagra de cadena
pesada-ligera, lo que conduce a farmaco conjugado predominantemente en la cadena pesada de la region bisagra.
Las poblaciones de isémeros de E2 y E6 producidos mediante ambos métodos pueden aproximarse al 90 % de
homogeneidad isomérica.

Después de la conjugacién del farmaco con el anticuerpo, se pueden separar las especies de farmaco-anticuerpo
conjugadas. En algunas realizaciones, las especies de anticuerpos conjugadas se pueden separar basandose en las
caracteristicas del anticuerpo, del farmaco y/o del conjugado. Por ejemplo, la cromatografia de interaccion hidréfoba
(HIC) ha dado resultados satisfactorios en el aislamiento y la separacién de especies correspondientes a 0, 2, 4,6 y
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8 farmacos por anticuerpo. Los rendimientos de cada uno de estos isomeros cargados con farmaco mediante el
método 1 estan cerca de lo que cabria esperar mediante una distribucién estadistica. La especie cargada con 4
farmacos normalmente es el 30 % del material total.

Se han desarrollado métodos analiticos para determinar la carga de farmaco y la ubicacion de los farmacos en el
anticuerpo (véase también infra). La caracterizacion de los conjugados cargados con 4 farmacos puros preparados
mediante la reduccion parcial con DTT mediante bioanalizador (electroforesis capilar) y HPLC en una columna de
divinilbenceno reticulado (PLRP) revelé que los farmacos se encuentran predominantemente en cisteinas que
originalmente formaban disulfuros entre las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo. No cabe esperar la
especificidad de la ubicacién de los farmacos, donde uno de los isémeros se ve favorecido frente a los otros cinco
isébmeros, a diferencia de la convencion.

En otra realizacion, el método 2, en la reduccion total con la reoxidacién parcial, para preparar conjugados de
farmaco-anticuerpo con, por ejemplo, 4 farmacos, el anticuerpo se redujo totalmente con, por ejemplo, pero sin
limitacion, DTT, y después se traté con cantidades limitantes de, por ejemplo, pero sin limitacién, DTNB, para volver
a formar algunos de los disulfuros de manera que quedaran 4 tioles de cisteina por anticuerpo. Se conjugaron estas
cisteinas con farmaco y se analizaron mediante los métodos descritos en el presente documento. El rendimiento de
los anticuerpos cargados con 4 farmacos en la mezcla aumenté hasta tanto como el 40 % y, una vez purificados, la
ubicacion del farmaco favorecid la colocacion sobre las cisteinas que originalmente formaban disulfuros entre las
cadenas pesadas de la region bisagra. No cabe esperar el rendimiento de los anticuerpos cargados con 4 farmacos
ni la selectividad en comparacion con la convencion comun, que favorece un isémero diferente de ciertos métodos
de reduccién parcial. Usando diversos medios quimicos, se puede asignar facilmente la ubicacién de los farmacos
en el anticuerpo para la produccion de diferentes isomeros.

Si la reduccion se controla mediante la adicién de cantidades limitantes de agente reductor, se produce la reduccién
parcial en la que, como media, se rompen menos de cuatro enlaces disulfuro intercatenarios por anticuerpo. Debido
a que los cuatro enlaces disulfuro intercatenarios estan muy expuestos, la reduccion se produce a través de diversas
vias y produce anticuerpo parcialmente reducido compuesto de una mezcla de especies con 0, 2, 4, 6 o0 8 cisteinas.
Por lo tanto, la conjugacion del anticuerpo parcialmente reducido puede generar una mezcla de conjugados con 0, 2,
4, 6 o 8 farmacos por anticuerpo, como se muestra en las Figuras 1 y 7. Dependiendo de la extension de la
reduccion parcial, la distribucion de las cargas de farmaco (es decir, el porcentaje de especies cargadas con 0, 2, 4,
6 o 8 farmacos) varia.

La reduccién parcial no solo produce una mezcla que contiene especies con un namero variable de farmacos por
anticuerpo, también crea mayor heterogeneidad como resultado de las multiples ubicaciones de union de los
farmacos. La Figura 7 muestra que existe mas de un isémero posible para las especies cargadas con 2, 4 y 6
farmacos.

Tras la conjugacion del farmaco a una proteina, la especie de farmaco-proteina conjugada se puede separar. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, las especies de anticuerpos conjugados se pueden separar basandose en las
caracteristicas del anticuerpo, del farmaco y/o del conjugado. Por ejemplo, la cromatografia de interaccion hidréfoba
(HIC) ha obtenido resultados satisfactorios en el aislamiento y la separaciéon de especies correspondientes a 0, 2, 4,
6 y 8 farmacos por anticuerpo.

IV. Métodos analiticos

Se pueden usar diversos métodos analiticos para determinar los rendimientos y las mezclas isoméricas de los
conjugados. Por ejemplo, en una realizacion, HIC es el método analitico usado para determinar los rendimientos y
las mezclas isoméricas de los conjugados resultantes (por ejemplo, para conjugados E4). Esta técnica es capaz de
separar los anticuerpos cargados con varios numeros de farmacos. El nivel de carga de farmaco se puede
determinar basandose en la relaciéon de absorbancias, por ejemplo, a 250 nm y 280 nm. Por ejemplo, si un farmaco
puede absorber a 250 nm, mientras que el anticuerpo absorbe a 280 nm. Por consiguiente, la relacion 250/280
aumenta con la carga de farmaco. Usando los métodos de conjugacién descritos en el presente documento, en
general, se observaron anticuerpos con nimeros pares de farmacos para su conjugacion con el anticuerpo, ya que
la reduccién de disulfuros produce numeros pares de tioles de cisteina libres. Las Figuras 2 y 3 muestran las
separaciones por HIC para cAC10-veMMAE producido mediante los métodos 2a y 2b, respectivamente. La Figura 4
muestra el porcentaje de composicion para las diversas sustituciones de estos cromatogramas, asi como del método
1. El método 1 produce aproximadamente el 30 % de E4, mientras que el método 2b produce aproximadamente el
40 % de E4.

La HIC también se puede usar de forma preparativa a niveles de miligramos a gramos para purificar E4 de una
mezcla de niveles de sustitucion. El E4 puro de la Figura 3 (tiempo de recogida de 34-38 min indicado) se obtuvo y
se analiz6 mediante dos métodos para determinar la mezcla isomérica de E4. En primer lugar, se us6 un
bioanalizador Agilent, que desnaturaliza interacciones no covalentes y separa basandose en la masa de proteina,
produciendo los siguientes componentes de anticuerpos por orden de elucién: cadena ligera (L), cadena pesada (H),
pesada-ligera (HL), pesada-pesada (HH), pesada-pesada-ligera (HHL) y pesada-pesada-ligera-ligera (HHLL). Las
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especies mas pequefas se forman cuando los disulfuros se reducen y los tioles libres se conjugan con veMMAE.

La Figura 1 también describe qué componentes de anticuerpo se observaran de la desnaturalizacion de los diversos
isdbmeros E4. Como puede verse en la Figura 5, el E4 puro preparado mediante el método 2b esta dominado por HL,
con una pequena cantidad de L y HHL. Este resultado se puede explicar por la presencia de especies, en su
mayoria, 4F (que produce exclusivamente HL) con algunas especies 4A-D (que producen HHL y L). Curiosamente,
el mismo analisis de cAC10-vcMMAE realizado mediante el método 1 produce cantidades aproximadamente iguales
de L, HL y HH, lo que coincidiria con una mezcla de especies, en su mayoria, 4E y algunas especies 4F.

Otra realizacién de una herramienta analitica es la cromatografia sobre una columna PLRP de fase inversa; el
soporte de la columna se compone de divinilbenceno reticulado, en lugar de una columna de fase inversa tipica
construida sobre un soporte de silice que puede retener proteinas de forma inespecifica. Esta técnica de
desnaturalizacién y reductiva separa limpiamente las 6 especies que consisten en cadena ligera con 0 y 1 farmaco
(LO y L1) y cadena pesada con 0 a 3 farmacos (HO a H3). La Figura 1 muestra los niveles de carga de farmaco que
se pueden observar para las diferentes especies E4. E4 puro del método 2b se separ6 mediante PLRP en la Figura
6. La cadena ligera sin modificar (LO) y la cadena pesada con dos farmacos (H2) son las especies que se esperan
de 4F, mientras que L1 y H1 se esperan de 4A-D. Junto con el bioanalizador, estos datos coinciden con el método 1
que produce aproximadamente una mezcla 2:1 de 4E a 4F, mientras que el método 2b produce 2:1 de 4F:4A-D. Por
lo tanto, usando diferentes condiciones quimicas, tanto el rendimiento de E4 como la distribucion de isémeros E4
son significativamente diferentes entre el método 1 y 2b.

V. Compuesto capaz de conjugarse a proteinas

Una proteina se puede conjugar con cualquier farmaco de interés, incluyendo un agente citostatico o agente
citotéxico, un agente inmunosupresor, una toxina, un quelato, un compuesto, una molécula, un radionucleétido o
similares.

Agentes citotdxicos y agentes citostaticos

Los farmacos citotoxicos y citostaticos incluyen antibiéticos (por ejemplo, adriamicina), agentes antitumorales tales
como auristatinas y derivados de auristatina, metotrexato, mitomicina C, daunorrubicina, doxorrubicina y vinblastina,
5-fluorouracilo, ligandos de unién al surco menor de ADN, inhibidores de la replicaciéon del ADN, agentes alquilantes
(por ejemplo, complejos de platino tales como cisplatino, mono(platino), bis(platino) y complejos de platino tri-
nucleares y carboplatino), agentes antiparasitarios (por ejemplo, isetionato de pentamidina), antraciclinas,
antifolatos, antimetabolitos, sensibilizadores a la quimioterapia, duocarmicinas, etopdsidos, pirimidinas fluoradas,
ionéforos, lexitropsinas, nifrosoureas, platinoles, compuestos de preformacion, antimetabolitos de purina,
puromicinas, sensibilizadores a la radiacién, esteroides, taxanos, inhibidores de la topoisomerasa, alcaloides de la
vinca, agentes antimicrobianos, agentes antimicrotibulos, o similares. Cuando un anticuerpo se conjuga a dicho
farmaco, sirve para dirigir el farmaco a los sitios donde se produce el antigeno correspondiente. Se conocen otros
agentes y farmacos que se pueden acoplar al anticuerpo, o pueden ser facilmente determinados por los expertos en
la materia.

Los agentes citotoxicos o citostaticos individuales incluyen, por ejemplo, un andrégeno, antramicina (AMC),
asparaginasa, 5-azacitidina, azatioprina, bleomicina, busulfan, sulfoximina de butionina, camptotecina, carboplatino,
carmustina (BSNU), CC-1065, clorambucilo, cisplatino, colchicina, ciclofosfamida, citarabina, arabinésido de citidina,
citocalasina B, dacarbazina, dactinomicina (anteriormente, actinomicina), daunorubicina, decarbazina, docetaxel,
doxorubicina, un estrégeno, 5-fluordesoxiuridina, 5-fluorouracilo, gramicidina D, hidroxiurea, idarubicina, ifosfamida ,
irinotecan, lomustina (CCNU), mecloretamina, melfalan, 6-mercaptopurina, metotrexato, mitramicina, mitomicina C,
mitoxantrona, nitroimidazoles, paclitaxel, plicamicina, procarbizina, estreptozotocina, tenopdésido, 6-tioguanina,
tiotepa, topotecan, vinblastina, vincristina, vinorelbina, VP-16 y VM-26.

Otros agentes citotdxicos incluyen, por ejemplo, dolastatinas (véase infra), ligandos de unién al surco menor de ADN
tales como los enediinas (por ejemplo, caliqueamicina) y lexitropsinas (véase también la patente de EE.UU. N
6.130.237), duocarmicinas, taxanos (por ejemplo, paclitaxel y docetaxel), puromicinas, CC-1065, SN-38, topotecan,
morfolino-doxorrubicina, rizoxina, cianomorfolino-doxorrubicina, equinomicina, combretastatina, netropsina, epotilona
A, B o D, estramustina, criptofisinas, cemadotina, maitansinoides, discodermolida, eleuterobina y mitoxantrona.

En ciertas realizaciones, el agente citotéxico es un agente quimioterapéutico tal como, por ejemplo, doxorrubicina,
melfalan, alcaloides de la vinca, metotrexato, mitomicina C o etopdsido. Ademas, se pueden unir a proteinas
agentes potentes tales como analogos de CC-1065, caliqueamicina, maitansina, analogos de dolastatina 10, rizoxina
y palitoxina.

En realizaciones especificas, el agente citotdxico o citostatico es auristatina E (también conocida en la técnica como
dolastatina-10) o un derivado de la misma. Por lo general, el derivado de auristatina E es, por ejemplo, un éster
formado entre auristatina E y un cetoacido. Por ejemplo, la auristatina E se puede hacer reaccionar con acido
paraacetilbenzoico o acido benzoilvalérico para producir AEB y AEVB, respectivamente. Otros derivados de
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auristatina tipicos incluyen AFP, MMAF y MMAE. La sintesis y la estructura de la auristatina E y sus derivados se
describen en la solicitud de patente de EE.UU. N® 09/845.786 (publicacién de solicitud de patente de EE.UU. N°
20030083263) y 10/001.191; solicitud de patente internacional N® PCT/US03/24209; solicitud de patente
internacional N° PCT/US02/13435; y las patentes de EE.UU. N° 6.323.315; 6.239.104 6.034.065; 5.780.588;
5.665.860; 5.663.149; 5.635.483; 5.599.902; 5.554.725; 5.530.097 5.521.284; 5.504.191; 5.410.024; 5.138.036;
5.076.973; 4.986.988; 4.978.744; 4.879.278; 4.816.444; y 4.486.414.

En ciertas realizaciones, el agente citotoxico o citostatico es un agente antitubulina. Los ejemplos de agentes
antitubulina incluyen, pero sin limitacién, taxanos (por ejemplo, Taxol® (paclitaxel), Taxotere® (docetaxel)), T67
(Tularik), alcaloides de la vinca (por ejemplo, vincristina, vinblastina, vindesina y vinorelbina) y dolastatinas (por
ejemplo, auristatina E, AFP, MMAF, MMAE, AEB, AEVB). Otros agentes antitubulina incluyen, por ejemplo,
derivados de bacatina, analogos de taxano (por ejemplo, epotilona A y B), nocodazol, colchicina y colcimid,
estramustina, criptofisinas, cemadotina, maitansinoides, combretastatinas, discodermolida y eleuterobina.

En ciertas realizaciones, el agente citotéxico es un maitansinoide, otro grupo de agentes antitubulina. Por ejemplo,
en realizaciones especificas, el maitansinoide es maitansina o0 DM-1 (ImmunoGen, Inc.; véase también Chari et al.,
(1992), Cancer Res. 52:127-131).

En algunas realizaciones, el agente terapéutico no es un radioisétopo.

En algunas realizaciones, el agente citotéxico o inmunosupresor es un antimetabolito. El antimetabolito puede ser,
por ejemplo, un antagonista de purina (por ejemplo, azotioprina o micofenilato mofetilo), un inhibidor de la
dihidrofolato reductasa (por ejemplo, metotrexato), aciclovir, ganciclovir, zidovudina, vidarabina, ribavarina,
azidotimidina, arabinosido de citidina, amantadina, didesoxiuridina , yododesoxiuridina, poscarnet o trifluridina.

En otras realizaciones, el agente citotéxico o inmunosupresor es tacrolimus, ciclosporina o rapamicina. En
realizaciones adicionales, el agente citotéxico es aldesleuquina, alemtuzumab, alitretinoina, alopurinol, altretamina,
amifostina, anastrozol, tri6xido de arsénico, bexaroteno, bexaroteno, calusterona, capecitabina, celecoxib, cladribina,
darbepoetina a, denileuquina diftitox, dexrazoxano, propionato de dromostanolona , epirubicina, epoetina «,
estramustina, exemestano, Filgrastim, floxuridina, fludarabina, fulvestrant, gemcitabina, goserelina, idarubicina,
ifosfamida, mesilato de imatinib, interferon o-2a, irinotecan, lefrozol, leucovorina, levamisol, mecloretamina o
mostaza de nitrébgeno, megestrol, mesna, metotrexato, metoxaleno, mitomicina C, mitotano, fenpropionato de
nandrolona, oprelvequina, oxaliplatino, pamidronato, pegademasa, pegaspargasa, pedgfilgrastim, pentostatina,
pipobromano, plicamicina, sodio porfimero, procarbazina, quinacrina, rasburicasa, sargramostim, estreptozocina,
tamoxifeno, temozolomida, teniposido, testolactona, tioguanina, toremifeno, tretinoina, mostaza de uracilo,
valrubicina, vinblastina, vincristina, vinorelbina y zoledronato.

En algunas realizaciones, el agente es un agente inmunosupresor. El agente inmunosupresor puede ser, por
ejemplo, gaociclovir, tacrolimus, ciclosporina, rapamicina, ciclofosfamida, azatioprina, micofenilato mofetilo o
metotrexato. Como alternativa, el agente inmunosupresor puede ser, por ejemplo, un glucocorticoide (por ejemplo,
cortisol o aldosterona) o un analogo de glucocorticoides (por ejemplo, prednisona o dexametasona).

En algunas realizaciones, el agente inmunosupresor es un agente antiinflamatorio tal como derivados
arilcarboxilicos, derivados que contienen pirazol, derivados de oxicam y derivados de acido nicotinico. Las clases de
agentes antiinflamatorios incluyen, por ejemplo, inhibidores de la ciclooxigenasa, inhibidores de 5-lipoxigenasa y
antagonistas de los receptores de leucotrienos.

Los inhibidores de la ciclooxigenasa adecuados incluyen acido meclofenamico, &cido mefenamico, carprofeno,
diclofenaco, diflunisal, fenbufeno, fenoprofeno, ibuprofeno, indometacina, ketoprofeno, nabumetona, naproxeno,
sulindac, tenoxicam, tolmetina y acido acetilsalicilico.

Los inhibidores de la lipoxigenasa adecuados incluyen inhibidores rédox (por ejemplo, derivados de butano de
catecol, acido nordihidroguaiarético (NDGA), masoprocol, fenidona, lanopalén, indazolinonas, nafazatrom,
benzofuranol, alquilhidroxilamina) e inhibidores no rédox (por ejemplo, hidroxitiazoles, metoxialquiltiazoles,
benzopiranos y sus derivados, metoxitetrahidropirano, acidos boswélicos y derivados acetilados de acidos
boswéllicos, y acidos quinolinmetoxifenilacéticos sustituidos con radicales cicloalquilo), y precursores de los
inhibidores rédox.

Otros inhibidores de la lipoxigenasa adecuados incluyen antioxidantes (por ejemplo, fenoles, galato de propilo,
flavonoides y/o sustratos naturales que contienen flavonoides, derivados hidroxilados de las flavonas, flavonol,
dihidroquercetina, luteolina, galangina, orobol, derivados de chalcona, 4,2',4'-trihidroxichalcona, orto-aminofenoles,
N-hidroxiureas, benzofuranoles, ebselén y especies que aumentan la actividad de las selenoenzimas reductoras),
agentes quelantes de hierro (por ejemplo, acidos hidroxamicos y sus derivados, N-hidroxiureas, 2-bencil-1-naftol,
catecoles, hidroxilaminas, carnosol Trolox C, catecol, naftol, sulfasalazina, zileutén, &cido 5-hidroxiantranilico y
acidos 4-(omega-arilalquil)fenilalcanoicos), compuestos que contienen imidazol (por ejemplo, ketoconazol e
itraconazol), fenotiazinas y derivados de benzopirano.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2533 695 T3

Otros inhibidores de la lipoxigenasa adecuados mas incluyen inhibidores de eicosanoides (por ejemplo, acidos
octadecatetraenoico, eicosatetraenoico, docosapentaenoico, eicosahexaenoico y docosahexaenoico y sus ésteres,
PGE1 (prostaglandina E1), PGA2 (prostaglandina A2), viprostol, acidos 15-monohidroxieicosatetraenoico, 15-
monohidroxieicosatrienoico y 15-monohidroxieicosapentaenoico, y leucotrienos B5, C5 y D5), compuestos de
interferencia con los flujos de calcio, fenotiazinas, difenilbutilaminas, verapamilo, fuscosida, curcumina, &cido
clorogénico, acido cafeico, acido 5,8,11,14-eicosatetrayenoico (ETYA), hidroxifenilretinamida, lonapalén, esculina,
dietilcarbamazina, fenantrolina, baicaleina, proxicromil, tioéteres, sulfuro de dialilo y di-(1-propenil)sulfuro.

Los antagonistas del receptor de leucotrienos incluyen calcitriol, ontazolast, Bayer Bay-x-1005, Ciba-Geigy CGS-
25019C, ebselén, Leo Denmark ETH-615, Lilly LY-293111, Ono ONO-4057, Terumo TMK-688, Boehringer Ingleheim
BI-RM- 270, Lilly LY 213024, Lilly LY 264086, Lilly LY 292728, Ono ONO LB457, Pfizer 105696, Perdue Frederick
PF 10042, Rhone-Poulenc Rorer RP 66153, SmithKline Beecham SB-201146, SmithKline Beecham SB-201993,
SmithKline Bee-cham SB-209247, Searle SC-53228, Sumitamo SM 15178, American Home Products WAY 1210086,
Bayer Bay-0-8276, Warner-Lambert CI-987, Warner-Lambert CI-987BPC-15LY 223982, Lilly LY 233569, Lilly LY-
255283, MacroNex MNX-160, Merck and Co. MK-591, Merck and Co. MK-886, Ono ONO-LB-448, Purdue Frederick
PF-5901, Rhone-Poulenc Rorer RG 14893, Rhone-Poulenc Rorer RP 66364, Rhone-Poulenc Rorer RP 69698,
Shionoogi S-2474, Searle SC-41930, Searle SC-50505, Searle SC-51146, Searle SC-52798, SmithKline Beecham
SK&F-104493, Leo Denmark SR-2566, Tanabe T-757 y Teijin TEI-1338.

Toxinas

Las toxinas se conjugan utiimente con anticuerpos especificos de antigenos asociados a células tumorales,
parasitarias 0 microbianas. La toxina puede proceder, por ejemplo, de una planta (por ejemplo, la ricina o abrina), de
un animal (por ejemplo, un veneno de serpiente) o un microbio (por ejemplo, la toxina de la difteria o del tétanos).

Ademas de a anticuerpos, los farmacos o las toxinas se pueden conjugar a otras proteinas transportadoras tales
como la albdmina.

Conjugacién de farmacos a la proteina

El farmaco tiene, o se ha modificado para que incluya, un grupo reactivo con un punto de conjugacioén en la proteina.
Por ejemplo, un farmaco se puede unir por alquilacién (por ejemplo, en el grupo e-amino de las lisinas del anticuerpo
o el extremo N-terminal de la proteina), aminacién reductora de hidratos de carbono oxidados, transesterificacion
entre grupos hidroxilo y carboxilo, amidaciéon en grupos amino o grupos carboxilo, y conjugacién con tioles. Para
obtener ejemplos de composiciones quimicas que se pueden usar para la conjugacion, véase, por ejemplo, “Current
Protocols in Protein Science” (John Wiley & Sons, Inc.), Capitulo 15 (“Chemical Modifications of Proteins”).

Por ejemplo, cuando la activacion quimica de la proteina genera la formacién de grupos tiol libres, la proteina se
puede conjugar con un agente reactivo de sulfhidrilo. En un aspecto, el agente es aquel que es sustancialmente
especifico para los grupos tiol libres. Dichos agentes incluyen, por ejemplo, maleimida, haloacetamidas (por ejemplo,
yodo, bromo o cloro), haloésteres (por ejemplo, yodo, bromo o cloro), halometilcetonas (por ejemplo, yodo, bromo o
cloro), haluros bencilicos (por ejemplo, yoduro, bromuro o cloruro), sulfona de vinilo y piridiltio.

Agentes reactivos de sulfhidrilo

Los agentes reactivos de sulfhidrilo incluyen compuestos de a-haloacetilo tales como yodoacetamida, maleimidas
tales como N-etiimaleimida, derivados de mercurio tales como 3,6-bis-(mercurimetil)dioxano con contraiones de
acetato, cloruro o nitrato, y derivados de disulfuro tales como derivados de di6xido de disulfuro, reactivos de
polimetilen-bismetano-tiosulfonato y crabesceina (un derivado fluorescente de fluoresceina que contiene dos grupos
sulfhidrilo libres que se ha observado que se afaden a través de enlaces disulfuro de anticuerpo reducido).

Los compuestos de o-haloacetilo tales como el yodoacetato reaccionan facilimente con grupos sulfhidrilo para formar
amidas. Estos compuestos se han usado para carboximetilar tioles libres. No son estrictamente especificos de SH y
reaccionaran con las aminas. La reaccién implica el atague nucledfilo del ién tiolato que resulta en un
desplazamiento del haluro. El resto haloacetilo reactivo, X--CHz CO--, se ha incorporado en los compuestos con
diversos fines. Por ejemplo, se ha usado bromotrifluoroacetona para la incorporacion de F-19, y se ha empleado N-
cloroacetilyodotiramina para la introduccién de yodo radiactivo en proteinas.

Las maleimidas tales como la N-etilmaleimida se consideran bastante especificas de los grupos sulfhidrilo,
especialmente a valores de pH inferiores a 7, donde otros grupos son protonados. Los tioles se someten a
reacciones de Michael con maleimidas para producir exclusivamente el aducto al doble enlace. El enlace tioéter
resultante es muy estable. También reaccionan a un ritmo mucho mas lento con grupos amino e imidazoil. A pH 7,
por ejemplo, la reacciéon con tioles simples es aproximadamente 1.000 veces mas rapida que con las aminas
correspondientes. El cambio de absorbancia caracteristico en la region de 300 nm asociado con la reaccion
proporciona un método conveniente para controlar la reaccion. Estos compuestos son estables a pH bajo, pero son
susceptibles a la hidrdlisis a pH alto. Véase, en general, Wong, “Chemistry of Protein Conjugation and Cross-linking”;
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CRC Press, Inc., Boca Raton, 1991: Capitulos 2 y 4).

Todavia se puede conjugar una molécula (tal como un farmaco) que no sea inherentemente reactiva con sulfhidrilos
a las proteinas activadas quimicamente por medio de un agente de reticulacion bifuncional que porte tanto un grupo
reactivo con la molécula de interés como un grupo reactivo con sulfhidrilo. Este agente se puede hacer reaccionar
simultaneamente tanto con la molécula de interés (por ejemplo, a través de un grupo amino, carboxi o hidroxi) como
con la proteina activada quimicamente, o se puede usar para derivatizar la molécula de interés para formar una
molécula de pareja que luego sea reactiva con sulfhidrilo en virtud de un resto derivado del agente, o se puede usar
para derivatizar la proteina activada quimicamente para hacerla reactiva con la molécula de interés.

Enlazadores

El farmaco se puede unir a una proteina a través de un enlazador. Los enlazadores adecuados incluyen, por
ejemplo, enlazadores escindibles y no escindibles. Un enlazador escindible normalmente es susceptible a la escision
en condiciones intracelulares. Los enlazadores escindibles adecuados incluyen, por ejemplo, un enlazador peptidico
escindible por una proteasa intracelular, tal como la proteasa lisosomal, o una proteasa endosomal. En realizaciones
ilustrativas, el enlazador puede ser un enlazador dipeptidico, tal como un enlazador de valina-citrulina (val-cit) o de
fenilalanina-lisina (phe-lys). Otros enlazadores adecuados incluyen enlazadores hidrolizables a un pH inferior a 5,5,
tales como un enlazador de hidrazona. Los enlazadores escindibles adecuados adicionales incluyen enlazadores de
disulfuro.

Un enlazador puede incluir un grupo para la unién a la proteina. Por ejemplo, el enlazador puede incluir un amino,
hidroxilo, carboxilo o grupos reactivos sulfhidrilo (por ejemplo, maleimida, haloacetamidas (por ejemplo, yodo, bromo
o cloro), haloésteres (por ejemplo, yodo, bromo o cloro), halometilcetonas (por ejemplo, yodo, bromo o cloro),
haluros bencilicos (por ejemplo, yoduro, bromuro o cloruro), vinilsulfona y piridiltio). Véase, en general, Wong,
“Chemistry of Protein Conjugation and Cross-linking”; CRC Press, Inc., Boca Raton, 1991.

En ciertas realizaciones de la divulgacién, el anticuerpo o el conjugado de proteina y farmaco pueden tener la
siguiente formula:

Ab,—~A,~W,~Y,~D),

o sales farmacéuticamente aceptables o solvatos de los mismos.
en la que:

Ab es un anticuerpo u otra proteina,

A es una unidad extensora,

aesO0o01,

cada W es, de manera independiente, una unidad enlazadora,

w es un numero entero que variade 0 a 12,

Y es una unidad espaciadora e

yes0,102,

p varia de 1 a aproximadamente 20 y

D es un farmaco, un marcador u otra molécula,

z es el numero de posibles sitios de conjugacién de la proteina, en la que p < z.

En otras realizaciones, p puede ser, por ejemplo, 2, 4, 8, 10, 12, 16, 25 0 mas.

Una unidad extensora puede ser capaz de enlazar una unidad enlazadora a un anticuerpo o a otra proteina. La
unidad extensora tiene un grupo funcional que puede formar un enlace con un grupo funcional del anticuerpo o de
otra proteina. Los grupos funcionales utiles incluyen, pero sin limitacién, sulfhidrilo (-SH), amino, hidroxilo, carboxilo,
el grupo hidroxilo anomérico de un carbohidrato y carboxilo.

La unidad enlazadora es normalmente una unidad de aminoacido tal como, por ejemplo, una unidad dipeptidica,
tripeptidica, tetrapeptidica, pentapeptidica, hexapeptidica, heptapeptidica, octapeptidica, nonapeptidica,
decapeptidica, undecapeptidica o dodecapeptidica. La unidad enlazadora puede ser escindible o no escindible
dentro de la célula.

Una unidad espaciadora, si esta presente, une una unidad enlazadora al farmaco; como alternativa, una unidad
espaciadora puede unir una unidad extensora a un resto de farmaco cuando la unidad enlazadora esté ausente. La
unidad espaciadora también puede unir un farmaco a un anticuerpo o a una proteina cuando tanto la unidad
enlazadora como la unidad extensora estén ausentes.
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VI. Conjugados y sus usos
Inmunodiagnéstico in vitro

En una realizacién, se conjuga una proteina (por ejemplo, un anticuerpo) a un marcador detectable para su uso en el
inmunodiagnéstico in vitro. El marcador puede ser un radiomarcador, un fluoréforo o una enzima que se pueda
conjugar directa o indirectamente al punto de conjugacion (por ejemplo, un grupo tiol libre) del anticuerpo activado
quimicamente. La muestra puede ser de naturaleza clinica (por ejemplo, sangre, orina, semen o liquido
cefalorraquideo, o un tejido sélido u 6rgano) o no clinica (por ejemplo, suelo, agua, alimentos). El ensayo puede ser
cualitativo o cuantitativo, y en cualquier formato deseado, incluyendo formatos de tipo sandwich y competitivos.
Numerosos formatos de inmunoensayo, marcadores, técnicas de inmovilizacion, etc., se desvelan en las siguientes
publicaciones: O'Sullivan (1976), Annals Clin. Biochem. 16:221-240; McLaren (1981), Med. Lab. Sci. 38:245-51;
Ollerich (1984), J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 22:895-904; Ngo y Lenhoff (1982), Mol. Cell. Biochem., 44:3-12.

Formacion de inmunoiméagenes

También se puede usar un inmunoconjugado para la formacion de inmunoimagenes in vivo. Con este fin, la proteina
(por ejemplo, un anticuerpo) se marca por medios que permiten la visualizacién externa de su posicion o ubicacion
dentro de un sujeto o parte del mismo, tal como un 6rgano. Por lo general, un agente de formacion de
inmunoimagenes sera un anticuerpo marcado directamente (como con tecnecio) o indirectamente (como con quelato
de indio) con un radiois6topo adecuado. Después de la inyeccidn en el paciente, se puede seguir la ubicacion del
conjugado por un detector sensible a las particulas emitidas por el radiomarcador, por ejemplo, una camara de
centelleo y en el caso de un emisor y.

Inmunoterapia

Para la inmunoterapia, se puede conjugar una proteina a un farmaco adecuado, tal como un agente citotoxico o
citostatico, un agente inmunosupresor, un radioisétopo, una toxina o similares. El conjugado se puede usar para
inhibir la multiplicacién de una célula tumoral o célula cancerosa, provocando la apoptosis en una célula tumoral o
cancerosa, o para el tratamiento del cancer en un paciente. Por consiguiente, el conjugado se puede usar en varios
entornos para el tratamiento de canceres en animales. El conjugado se puede usar para administrar un farmaco a
una célula tumoral o cancerosa. Sin quedar ligados a la teoria, en algunas realizaciones, el conjugado se une a o se
asocia con un antigeno asociado a una célula cancerosa o a un tumor, pudiendo ser el conjugado y/o el farmaco
absorbidos en el interior de una célula tumoral o célula cancerosa a través de endocitosis mediada por receptores. El
antigeno se puede unir a una célula tumoral o célula cancerosa, o puede ser una proteina de la matriz extracelular
asociada con la célula tumoral o célula cancerosa. Una vez dentro de la célula, una o mas secuencias peptidicas
especificas del interior del conjugado (por ejemplo, de un enlazador) son escindidas hidroliticamente por una o mas
proteasas asociadas a la célula tumoral o cancerosa, produciendo la liberacion del farmaco. El farmaco liberado es
entonces libre para migrar dentro de la célula e inducir actividades citotdxicas o citostaticas u otras actividades. En
algunas realizaciones, el farmaco se escinde del anticuerpo fuera de la célula tumoral o cancerosa, y el farmaco
penetra posteriormente en la célula o actla en la superficie celular.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, el conjugado u otra proteina se unen a la célula tumoral o célula cancerosa.
En algunas realizaciones, el conjugado se une a un antigeno de célula tumor o célula cancerosa que esta en la
superficie de la célula tumoral o célula cancerosa. En otras realizaciones, el conjugado se une a un antigeno de
célula tumor o célula cancerosa que es una proteina de la matriz extracelular asociada con la célula tumoral o célula
cancerosa.

La especificidad de la proteina por una determinada célula tumoral o célula cancerosa puede ser importante para la
determinacién de aquellos tumores o canceres que se tratan con mayor eficacia. Por ejemplo, los anticuerpos que
tienen un anticuerpo anti-CD30 o anti-CD40 u otra proteina de unién pueden ser Utiles para el tratamiento de
neoplasias malignas hematol6gicas.

Otros tipos particulares de canceres que se pueden tratar con los conjugados de proteina-farmaco incluyen, pero sin
limitacién, tumores sdlidos, incluyendo, pero sin limitacion: fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma,
condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, cancer de
colon, cancer colorrectal, cancer de rifidn, cancer de pancreas, cancer de huesos, cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de préstata, cancer de eséfago, cancer de estbmago, cancer oral, cancer nasal, cancer de garganta,
carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas
sudoriparas, carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma,
carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma del conducto
biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer cervical, cancer de Utero, cancer
testicular, carcinoma de pulmén de células pequefas, carcinoma de vejiga, cancer de pulmédn, carcinoma epitelial,
glioma, glioblastoma multiforme, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma,
hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, cancer de piel, melanoma, neuroblastoma,

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2533 695 T3

retinoblastoma, cancer de transmisiéon sanguinea (incluyendo, pero sin limitacion, leucemia linfoblastica aguda "ALL",
leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B, leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T, leucemia mieloblastica
aguda "AML", leucemia promielocitica aguda "APL", leucemia monoblastica aguda, leucemia eritroleucémica aguda,
leucemia megacarioblastica aguda, leucemia mielomonocitica aguda, leucemia no linfocitica aguda, leucemia
indiferenciada aguda, leucemia mieloide cronica "CML", leucemia linfocitica crénica "CLL", leucemia de células
pilosas, mieloma multiple), leucemias agudas y crénicas (por ejemplo, leucemias linfoblastica, mielogenosa,
linfocitica y mieloide) y linfomas (por ejemplo, enfermedad de Hodgkin, linfoma de no Hodgkin, mieloma multiple,
macroglobulinemia de Waldenstrém, enfermedad de cadena pesada y policitemia vera). Las proteinas proporcionan
la direccién hacia el tumor o el cancer especifica de la conjugacion.

Terapia de modalidad mdltiple para el cancer

Como se ha descrito anteriormente, los canceres, incluyendo, pero sin limitacién, un tumor, metastasis, u otra
enfermedad o trastorno caracterizado por el crecimiento celular descontrolado, se pueden tratar o prevenir mediante
la administracion de un conjugado de proteina-farmaco.

En otras realizaciones, se proporcionan métodos de tratamiento o prevencién del cancer que incluyen administrar a
un paciente que lo necesita una cantidad eficaz de un conjugado y un agente quimioterapéutico. En algunas
realizaciones, el agente quimioterapéutico es aquel con el que no se ha encontrado que el tratamiento del cancer
sea resistente. En algunas realizaciones, el agente quimioterapéutico es aquel con el que se ha encontrado que el
tratamiento del cancer es resistente. El conjugado se puede administrar a un paciente que también se haya
sometido a tratamiento tal como a cirugia para el tratamiento del cancer. En otra realizacién, el método adicional de
tratamiento es la radioterapia.

En una realizacién ilustrativa, el conjugado de proteina-farmaco se administra simultaneamente con el agente
quimioterapéutico o con radioterapia En otra realizacion ilustrativa, el agente quimioterapéutico o la radioterapia se
administra antes o después de la administracion del conjugado de proteina-farmaco, en un aspecto, al menos una
hora, cinco horas, 12 horas, un dia, una semana, un mes, en aspectos adicionales, varios meses (por ejemplo, hasta
tres meses) , antes o después de la administracion del conjugado.

Un agente quimioterapéutico se puede administrar durante una serie de sesiones. Se puede administrar uno
cualquiera o una combinacién de los agentes quimioterapéuticos que se enumeran mas adelante. Con respecto a la
radiacion, se puede usar cualquier protocolo de radioterapia dependiendo del tipo de cancer que se vaya a tratar.
Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, se puede administrar radiacion de rayos X; en particular, se puede usar
megavoltaje de alta energia (radiacion superior a 1 MeV de energia) para tumores profundos, y se pueden usar
radiacion de haz de electrones y de rayos X de ortovoltaje para los canceres de piel. Ademas, se pueden administrar
radiois6topos que emiten rayos v, tales como isétopos radiactivos de radio, cobalto y otros elementos.

Ademas, se proporcionan métodos de tratamiento del cancer con un conjugado de proteina-farmaco como una
alternativa a la quimioterapia o a la radioterapia cuando se haya demostrado, o se pueda demostrar, que la
quimioterapia o la radioterapia es demasiado toxica, por ejemplo, que produce efectos secundarios inaceptables o
insoportables, para el sujeto que se esta tratando. Opcionalmente, el animal que se esta tratando se puede tratar
con otro tratamiento contra el cancer tal como cirugia, radioterapia o quimioterapia, dependiendo de qué tratamiento
se encuentra aceptable o soportable.

El conjugado de proteina-farmaco se puede usar de forma in vitro o ex vivo, tal como para el tratamiento de
determinados canceres, incluyendo, pero sin limitacion, leucemias y linfomas, implicando dicho tratamiento
trasplantes de células madre autélogas. Esto puede implicar un proceso en mdltiples etapas en el que las células
madre hematopoyéticas autdlogas del animal se cosechan y se purgan de todas las células cancerosas, a
continuacioén se erradica la poblacién de células de médula ésea restantes del animal mediante la administracién de
una dosis elevada de un conjugado con o sin radioterapia de dosis elevada adjunta, y se vuelve a infundir el injerto
de células madre en el animal. A continuacién, se proporcionan cuidados de apoyo mientras se restablece la funcion
de la médula 6sea y el animal se recupera.

Terapia de multiples farmacos contra el cancer

Los métodos de tratamiento del cancer incluyen administrar a un paciente que lo necesita una cantidad eficaz de un
conjugado de proteina-farmaco y otro agente terapéutico que es un agente anticancerigeno. Los agentes
anticancerigenos adecuados incluyen, pero sin limitacién, metotrexato, taxol, L-asparaginasa, mercaptopurina,
tioguanina, hidroxiurea, citarabina, ciclofosfamida, ifosfamida, nitrosoureas, cisplatino, carboplatino, mitomicina,
dacarbazina, procarbazina, topotecan, mostazas de nitrégeno, citoxano, etopdsido, 5-fluorouracilo, BCNU,
irinotecan, camptotecinas, bleomicina, doxorrubicina, idarrubicina, daunorrubicina, dactinomicina, plicamicina,
mitoxantrona, asparaginasa, vinblastina, vincristina, vinorelbina, paclitaxel y docetaxel.

El agente anticancerigeno incluye, pero sin limitacion, un farmaco tal como un agente de alquilacion tal como
mostaza de nitrégeno (por ejemplo, ciclofosfamida, ifosfamida, trofosfamida, clorambucilo, melfalano), nitrosoureas
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(por ejemplo, carmustina (BCNU) lomustina (CCNU)), alquilsulfonatos (por ejemplo, busulfan, treosulfan), triazenos
(por ejemplo, decarbazina), compuestos que contienen platino (por ejemplo, cisplatino, carboplatino); alcaloides
vegetales, tales como alcaloides de la vinca (por ejemplo, vincristina, vinblastina, vindesina, vinorelbina), taxoides
(por ejemplo, paclitaxel, docetaxol); inhibidores de la ADN topoisomerasa tales como epipodofilinas (por ejemplo,
etopdsido, tenipdsido, topotecan, 9-aminocamptotecina, camptotecina, crisnatol), mitomicinas (por ejemplo,
mitomicina C); anti-metabolitos tales como antifolatos tales como inhibidores de DHFR (por ejemplo, metotrexato,
trimetrexato), inhibidores de la IMP deshidrogenasa (acido micofendlico, tiazofurina, ribavirina, EICAR) e inhibidores
de la ribonucle6tido reductasa (por ejemplo, hidroxiurea, deferoxamina), analogos de pirimidina tales como analogos
de un acilo (5-fluorouracilo, floxuridina, doxifluridina, ratitrexed), analogos de citosinas (por ejemplo, citarabina (ara
C), arabinédsido de citosina, fludarabina) y analogos de purina (por ejemplo, mercaptopurina, tioguanina); terapias
hormonales tales como antagonistas de receptores, tales como antiestrégenos (por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno,
megestrol), agonistas de LHRH (por ejemplo, goserilina, acetato de leuprolida) y antiandrégenos (por ejemplo,
flutamida, bicalutamida); retinoides/deltoides tales como analogos de vitamina D3 (por ejemplo, EB 1089, CB 1093,
KH 1060), terapias fotodindmicas (por ejemplo, vertoporfina (BPD-MA), ftalocianina, fotosensibilidador Pc4,
demetoxi-hipocrelina A (2BA-2-DMHA)), citoquinas (por ejemplo, interferon-a, interferon-y, factor de necrosis
tumoral), asi como otros farmacos tales como gemcitabina, velcade, revamid, talamid, inhibidores de la
isoprenilacion (por ejemplo, lovastatina), neurotoxinas dopaminérgicas (por ejemplo, i6n de 1-metil-4-fenilpiridinio),
inhibidores del ciclo celular (por ejemplo, estaurosporina), actinomicinas (por ejemplo, actinomicina D,
dactinomicina), bleomicinas, (por ejemplo, bleomicina A2, bleomicina B2, peplomicina), antraciclinas (daunorrubicina,
doxorrubicina (adriamicina), idarrubicina, epirrubicina, pirarubicina, zorubicina, mtoxantrona), inhibidores de MDR
(por ejemplo, verapamilo) e inhibidores de ATPasa ca** (por ejemplo, tapsigargina).

Tratamiento de enfermedades autoinmunes

Los conjugados de proteina-farmaco son utiles para destruir o inhibir la replicacién de una célula que produce una
enfermedad autoinmune o para tratar una enfermedad autoinmune. Por consiguiente, los conjugados se pueden
usar en varios entornos para el tratamiento de una enfermedad autoinmune en un paciente. Los conjugados se
pueden usar para administrar un farmaco a una célula diana. Sin quedar ligados a teoria alguna, en una realizacién,
los conjugados se asocian con un antigeno en la superficie de una célula diana, y el conjugado se recoge a
continuacion dentro de una célula diana a través de endocitosis mediada por receptores. Una vez dentro de la
célula, una o mas secuencias peptidicas especificas (por ejemplo, del interior de un enlazador) se escinden
enzimatica o hidroliticamente, generando la liberacion de un farmaco. Entonces, el fa&rmaco liberado es libre para
migrar en el citosol e inducir actividades citotéxicas o citostaticas. En una realizacién alternativa, el farmaco se
escinde del conjugado fuera de la célula diana, y el farmaco penetra posteriormente en la célula.

En algunas realizaciones, el conjugado de proteina-farmaco se une a un antigeno autoinmune. En un aspecto, el
antigeno esta en la superficie de una célula implicada en una afecciéon autoinmune. En algunas realizaciones, un
anticuerpo se une a un antigeno autoinmune que esta en la superficie de una célula. En una realizacion ilustrativa,
un anticuerpo se une a linfocitos activados que estan asociados con el estado de enfermedad autoinmune. En una
realizacién adicional, los conjugados matan o inhiben la multiplicacién de células que producen un anticuerpo
autoinmune asociado con una determinada enfermedad autoinmune.

Los tipos de enfermedades autoinmunes en particular que se pueden tratar con el conjugado de proteina-farmaco
incluyen, pero sin limitacion, trastornos relacionados con los linfocitos Th2 (por ejemplo, dermatitis atopica, asma
atdpico, rinoconjuntivitis, rinitis alérgica, sindrome de Omenn, esclerosis sistémica y enfermedad de injerto frente a
huésped); trastornos relacionados con los linfocitos Th1 (por ejemplo, artritis reumatoide, esclerosis mudltiple,
psoriasis, sindrome de Sjorgren, tiroiditis de Hashimoto, Enfermedad de Grave, cirrosis biliar primaria,
granulomatosis de Wegener y tuberculosis); y trastornos relacionados con los linfocitos B activados (por ejemplo,
lupus sistémico eritematoso, sindrome de Goodpasture, artritis reumatoide y diabetes de tipo 1). Otras enfermedades
autoinmunes incluyen, pero sin limitacién, hepatitis activa crénica, enfermedad de Addison, alveolitis alérgica,
reaccion alérgica, rinitis alérgica, sindrome de Alport, anafilaxis, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipidico,
artritis, ascariasis, aspergilosis, alergia atopica, dermatitis atrépica, rinitis atrépica, enfermedad de Behcet, pulmén
de Bird-Fancier, asma bronquial, sindrome de Caplan, cardiomiopatia, enfermedad celiaca, enfermedad de Chagas,
glomerulonefritis crénica, sindrome de Cogan, enfermedad de aglutinina fria, infeccién por rubéola congénita,
sindrome CREST, enfermedad de Crohn, crioglobulinemia, sindrome de Cushing, dermatomiositis, lupus discoide,
sindrome de Dressler, sindrome de Eaton-Lambert, infeccion por ecovirus, encefalomielitis, oftalmopatia endocrina,
infeccion por virus Epstein-Barr, vomitos equinos, eritematosis, sindrome de Evan, sindrome de Felty, fibromialgia,
ciclitis de Fuch, atrofia gastrica, alergia gastrointestinal, arteritis de células gigantes, glomerulonefritis, sindrome de
goodpasture, enfermedad de injerto frente a huésped, enfermedad de graves, enfermedad de Guillain-Barre, tiroiditis
de Hashimoto, anemia hemolitica, purpura de Henoch-Schonlein, atrofia adrenal idiopatica, fibritis pulmonar
idiopética, nefropatia de IgA, enfermedades intestinales inflamatorias, diabetes mellitus dependiente de insulina,
artritis juvenil, diabetes mellitus juvenil (tipo I), sindrome de Lambert-Eaton, laminiti, liquen plano, hepatitis lupoides,
lupus, linfopenia, enfermedad de Meniere, enfermedad de tejido conjuntivo mixto, esclerosis multiple, miastenia
gravis, anemia perniciosa, sindromes poliglandulares, demencia presenil, agammaglobulinemia primaria, cirrosis
biliar primaria, psoriasis, artritis psoriatica, fenomeno de Raynauds, aborto recurrente, sindrome de Reiter, fiebre
reumatica, artritis reumatoide, sindrome de Sampter, esquistosomiasis, sindrome de Schmidt, esclerodermia,
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sindrome de Shulman, sindrome de Sjorgen, sindrome de stiff-man, oftalmia simpatica, lupus sistémico eritematoso,
arteritis de Takayasu, arteritis temporal, tiroiditis, trombocitopenia, tirotoxicosis, necroélisis epidérmica toxica,
resistencia a insulina de tipo B, diabetes mellitus de tipo |, colitis ulcerosa, uveitis, vitiligo, macroglobulemia de
Waldenstrom y granulomatosis de Wegener.

Terapia con multiples farmacos de enfermedades autoinmunes

También se desvelan métodos de tratamiento de una enfermedad autoinmune que incluyen administrar a un
paciente que lo necesita una cantidad eficaz de un conjugado de proteina-farmaco solo o en combinacién con otro
agente terapéutico conocido para el tratamiento de una enfermedad autoinmune. El agente contra la enfermedad
autoinmune puede incluir, pero sin limitacién, los siguientes: ciclosporina, ciclosporina A, micofenilato mofetilo,
sirolimus, tacrolimus, enanercept, prednisona, azatioprina, metotrexato, ciclofosfamida, &cido aminocaproico,
cloroquina, hidroxicloroquina, hidrocortisona, dexametasona, clorambucilo, DHEA, danazol, bromocriptina,
meloxicam e infliximab.

Tratamiento de enfermedades infecciosas

Los conjugados de proteina-farmaco son utiles para destruir o inhibir la multiplicacion de una célula que produce una
enfermedad infecciosa o para tratar una enfermedad infecciosa. Por consiguiente, los conjugados se pueden usar en
varios entornos para el tratamiento de una enfermedad infecciosa en un paciente. Los ADC se pueden usar para
administrar un farmaco a una célula diana. En una realizacién, el anticuerpo se une a la célula de la enfermedad
infecciosa. En algunas realizaciones, el conjugado destruye o inhibe la multiplicacién de células que producen una
determinada enfermedad infecciosa. Los tipos de enfermedades infecciosas en particular que se pueden tratar con
los conjugados incluyen, pero sin limitacién, las siguientes: enfermedades bacterianas tales como difteria, pertussis,
bacteremia oculta, infeccion del tracto urinario, gastroenteritis, celulitis, epiglotitis, traqueitis, hipertrofia adenoide,
abceso retrofaringeo, impétigo, ectima, neumonia, endocarditis, artritis séptica, pneumococos, peritonitis,
bacteremia, meningitis, meningitis purulenta aguda, uretritis, cervicitis, proctitis, faringitis, salpingitis, epididimitis,
gonorrea, sifilis, listeriosis, carbunco, nocardiosis, salmonela, fiebre tifoidea, disenteria, conjuntivitis, sinusitis,
brucelosis, tularemia, colera, plaga bubdnica, tétano, enteritis necrotizante y actinomicosis; infecciones anaerobias
mixtas tales como sifilis, fiebre recurrente, leptospirosis, enfermedad de lyme, fiebre por mordedura de rata,
tuberculosis, linfadenitis, lepra, clamidia, neumonia por clamidia, tracoma, conjuntivitis por inclusion; enfermedades
fungicas sistémicas tales como histoplamosis, coccidiodomicosis, blastomicosis, esporotricosis, criptococosis,
candidiasis sistémica, aspergilosis, mucormicosis, micetoma y cromomicosis; enfermedades por rickettsia tales como
tifus, fiebre maculada de las montafias rocosas, ehrlichiosis, rickettsiosis oriental transmitida por garrapatas,
rickettsiosis pustulosa, fiebre Q y bartonelosis; enfermedades, parasitarias tales como malaria, babesiosis,
tripanosomiasis  africana, enfermedad de Chagas, leishmaniasis, fiebre Dum-Dum, toxoplasmosis,
meningoencefalitis, queratitis, entamebiasis, giardiasis, criptosporidiasis, isosporiasis, ciclosporiasis,
microsporidiosis, ascariasis, infeccion por tricocéfalos, infeccion por anquilostomas, infeccion por lombrices, larva,
migratoria ocular, triquinosis, enfermedad del gusano de Guinea, filariasis linfatica, loiasis, oncocercosis,
dirofilariasis, esquistosomiasis, urticaria del nadador, distoma pulmonar, distoma hepatico, fascioliasis,
fasciolopsiasis, opistorquiasis, infecciones por tenia, enfermedad hidatidica y enfermedad hidatidica alveolar;
enfermedades viricas tales como sarampién, panencefalitis esclerososante subaguda, resfriado comun, paperas,
rubeola, roseola, enfermedad de Fifth, varicela, infeccién por el virus sincitial respiratorio, crup, bronquiolitis,
mononucleosis infecciosa, poliomielitis, herpangina, enfermedad de manos, pies y boca, enfermedad de Bornholm,
herpes genital, verrugas genitales, meningitis aséptica, miocarditis, pericarditis, gastroenteritis, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, (SIDA), virus de inmunodeficiencia humana (VIH), sindrome de Reye, sindrome de
Kawasaki, gripe, bronquitis, neumonia virica del "caminante", enfermedad respiratoria febril aguda, fiebre
faringoconjuntiva aguda, queratoconjuntivitis epidémica, virus del herpes simplex 1 (VHS-1), virus del herpes simplex
2 (VHS-2), herpes, enfermedad de inclusién citomegalica, rabia, leucoencefalopatia multifocal progresiva, kuru,
insomnio familiar fatal, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker,
paraparesis espastica tropical, encefalitis equina occidental, encefalitis de California, encefalitis de st. Louis, fiebre
amarilla, dengue, coriomeningitis linfocitica, fiebre de Lassa, fiebre hemorragica, sindrome pulmonar por hantvirus,
infecciones por el virus de Marburg, infecciones por el virus del Ebola y viruela.

Terapia con multiples farmacos de enfermedades infecciosas

Se desvelan métodos para tratar una enfermedad infecciosa que incluyen administrar a un paciente que lo necesita
un conjugado de proteina-farmaco solo o en combinacién con otro agente terapéutico que sea un agente contra
enfermedades infecciosas. El agente contra enfermedades infecciosas puede ser, pero sin limitacién, los siguientes:
antibiéticos de B-lactama tales como penicilina G, penicilina V, cloxacilina, dicloxacilina, meticilina, nafcilina,
oxacilina, ampicilina, amoxicilina, bacampicilina, azlocilina, carbenicilina, mezlocilina, piperacilina y ticarcilina;
aminoglicésidos tales como amicacina, gentamicina, kanamicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina y
tobramicina; macrélidos tales como azitromicina, claritromicina, eritromicina, lincomicina y clindamicina; tetraciclinas
tales como demeclociclina, doxiciclina, minociclina, oxitetraciclina y tetraciclina; quinolonas tales como cinoxacina y
acido nalidixico; fluoroquinolonas tales como ciprofloxacina, enoxacina, grepafloxacina, levofloxacina, lomefloxacina,
norfloxacina, ofloxacina, esparfloxacina y trovafloxicina; polipéptidos tales como bacitracina, colistina y polimixina B;
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sulfonamidas tales como sulfisoxazol, sulfametoxazol, sulfadiazina, sulfametizol y sulfacetamida; y otros agentes
antibacterianos tales como trimetoprim, sulfametazol, cloramfenicol, vancomicina, metronidazol, quinupristina,
dalfopristina, rifampina, espectinomicina y nitrofurantoina; y agentes antivirales tales como agentes antivirales
generales tales como yoxuradina, vidarabina, trifluridina, aciclovir, famciciclovir, penciciclovir, valaciclovir,
ganciciclovir, foscarnet, ribavirina, amantadina, rimantadina, cidofovir; oligonucleotidos antisentido, inmunoglobulinas
e inteferones; y farmacos para la infeccion por VIH tales como tenofovir, emtricitabina, zidovudina, didanosina,
zalcitabina, estavudina, lamivudina, nevirapina, delavirdina, saquinavir, ritonavir, indinavir y nelfinavir.

VIl. Composiciones farmacéuticas

En el uso in vivo, por lo general, ya sea para la formacién de inmunoimagenes, para inmunoterapia o para otros
usos, el conjugado se introduce en un sujeto. La composicion puede comprender un solo isémero, o uno o mas
isébmeros parcialmente cargados, del conjugado. Por ejemplo, si la proteina es un anticuerpo, la composicion puede
comprender un solo isdmero E2, E4 o E6, una mezcla de isdbmeros E2, E4 o E6 seleccionados, todos los isémeros
E2, E4 o E6 solos, o una mezcla de isdmeros E2, E4 y E6. En algunas realizaciones, una composicion que contiene
determinado/s isbmero/s puede estar sustancialmente exenta de otros isémeros. En este contexto, "sustancialmente
exenta" significa que la composiciéon contiene menos del aproximadamente 20 %, menos del aproximadamente
10 %, menos del aproximadamente 5 %, menos del aproximadamente 2 % 0 menos del aproximadamente 1 % de
los otros isdbmeros.

Las composiciones pueden estar en cualquier forma que permita la administracion de la composicion a un paciente.
Por ejemplo, la composicion puede estar en forma de un soélido, liquido o gas (aerosol). Las vias tipicas de
administracion incluyen, sin limitacion, oral, topica, parenteral, sublingual, rectal, vaginal, ocular, intratumoral e
intranasal. La administracion parenteral incluye inyecciones subcutaneas, o técnicas de inyeccién o infusion
intravenosa, intramuscular o infrasternal. En un aspecto, las composiciones se administran por via parenteral. En
otro aspecto mas, el conjugado o las composiciones se administran por via intravenosa.

El conjugado se puede introducir por inyeccion. Por lo general, el conjugado se administra por via intravascular (por
via intravenosa o intraarterial) o intratecal, a menudo por infusion. Ademas, en los casos apropiados, el conjugado
se puede introducir por via subcutanea, submucosa, intramuscular, intracraneal, o por otras vias de administracion
de farmacos aceptadas.

En otras realizaciones, la composicién incluye una cantidad eficaz de un conjugado y un portador o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones son adecuadas para la administracién veterinaria o humana.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular para permitir que un conjugado sea biodisponible tras la
administracion de la composicién a un paciente. Las composiciones pueden adoptar la forma de una o mas unidades
de dosificacion, donde, por ejemplo, un comprimido puede ser una sola unidad de dosificacién, y un recipiente de un
conjugado en forma inyectable puede contener una pluralidad de unidades de dosificacion.

Los materiales usados en la preparacion de las composiciones farmacéuticas pueden ser no toxicos en las
cantidades usadas. Sera evidente para los expertos en la materia que la dosis 6ptima del principio o principios
activos en la composicién farmacéutica dependerd de varios factores. Los factores relevantes incluyen, sin
limitacion, el tipo de animal (por ejemplo, ser humano), la forma concreta del conjugado, la forma de administracion y
la composicion empleada.

El portador o vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser de particulas, de modo que las composiciones estén,
por ejemplo, en forma de comprimido o de polvo. El vehiculo o vehiculos pueden ser liquidos, siendo las
composiciones, por ejemplo, un jarabe oral o un liquido inyectable. Ademas, el vehiculo o vehiculos pueden ser
gaseosos o de particulas, con el fin de proporcionar una composicién de aerosol Util, por ejemplo, en administracién
por inhalacion.

Cuando esta destinada a la administracion oral, la composicién esta preferentemente en forma sélida o liquida, en la
que se incluyen las formas semisélida, semiliquida, suspensién y gel dentro de las formas que se consideran en el
presente documento como sélida o liquida.

Como composicion sélida para la administracion oral, la composicién se puede formular en forma de polvo, granulo,
comprimido fabricado por compresion, pildora, capsula, goma de mascar, oblea o similares. Por lo general, dicha
composicion sélida contiene uno o mas diluyentes inertes. Ademas, pueden estar presentes uno o mas de los
siguientes: aglutinantes tales como carboximetilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina o gelatina; excipientes
tales como almidén, lactosa o dextrinas; agentes disgregantes tales como acido alginico, alginato sédico, Primogel,
almidén de maiz y similares; lubricantes tales como estearato de magnesio o Sterotex; agentes deslizantes tales
como diéxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes tales como sacarosa o sacarina, un agente saborizante tal
como menta, salicilato de metilo o saborizante de naranja, y un agente colorante.

Cuando la composicidn esta en forma de una capsula, por ejemplo, una capsula de gelatina, esta puede contener,
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ademas de materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido tal como polietilenglicol, ciclodextrina o un aceite graso.

La composicion puede estar en forma de un liquido, por ejemplo, un elixir, un jarabe, una solucién, una emulsion o
una suspension. El liquido puede ser util para la administracion oral o para la administracion por inyeccion. Cuando
esta destinado para la administracion oral, una composicién puede comprender uno o mas de entre un agente
edulcorante, conservantes, tinte/colorante y potenciador del sabor. En una composicion para la administracién por
inyeccion, también se puede incluir uno o mas de entre un tensioactivo, conservante, agente humectante, agente
dispersante, agente de suspensién, tampon, estabilizante y agente isotonico.

Las composiciones liquidas, ya sean soluciones, suspensiones u otra forma similar, también pueden incluir uno o
mas de los siguientes: diluyentes estériles tales como agua para inyeccion, solucién salina, preferentemente
solucidn salina fisiolégica, solucién de Ringer, cloruro sédico isotonico, aceites fijos tales como mono- o diglicéridos
sintéticos que pueden servir como medio disolvente o de suspensién, polietilenglicoles, glicerina, ciclodextrina,
propilenglicol u otros disolventes; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparabeno;
antioxidantes tales como acido ascérbico o bisulfito sodico; agentes de quelacién tales como &cido
etilendiamintetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos; y agentes de ajuste de la tonicidad tales
como cloruro sédico o dextrosa. Una composicién parenteral puede estar incluida en ampolla, una jeringa
desechable o un vial multidosis de vidrio, plastico u otro material. La solucion salina fisiolégica es un adyuvante a
modo de ejemplo. Una composicion inyectable es preferentemente estéril.

Las preparaciones para la administracién parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas 0 no
acuosas estériles. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales
como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen
agua, soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo medio salino y tamponado. Los
vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, lactato
de Ringer o aceites no volatiles. Los vehiculos intravenosos incluyen reforzadores de liquidos y nutrientes,
reforzadores de electrolitos (tales como aquellos basados en dextrosa de Ringer) y similares. También puede haber
conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y
gases inertes, y similares.

La cantidad del conjugado que es eficaz en el tratamiento de un trastorno o una afeccion en particular dependera de
la naturaleza del trastorno o de la afeccién, y se puede determinar mediante técnicas clinicas convencionales. Los
intervalos de dosis para la administracion de los conjugados de proteina-farmaco desvelados son suficientemente
amplios para producir el efecto deseado en el que se mejoren los sintomas de la afeccidén o del trastorno. La dosis
no debe ser tan elevada como para producir efectos secundarios adversos tales como reacciones cruzadas no
deseadas, reacciones anafilacticas y similares. Ademas, opcionalmente, se pueden emplear ensayos in vitro o in
vivo para ayudar a identificar los intervalos de dosis 6ptimos.

La dosis exacta por emplear en las composiciones también dependera de la edad, del estado, del sexo y del grado
de la enfermedad en el paciente, de la via de administracion y de la gravedad de la enfermedad o del trastorno, y se
deberia decidir de acuerdo con el criterio del médico en cada una de las circunstancias del paciente.

Las composiciones comprenden una cantidad eficaz de un conjugado de modo que se obtenga una dosis adecuada.
Por lo general, esta cantidad es del al menos aproximadamente 0,01 % de un conjugado en peso de la composicion.
Cuando se pretende que sea para la administracién oral, esta cantidad se puede variar al intervalo del
aproximadamente 0,1 % al aproximadamente 80 % en peso de la composicién. En un aspecto, las composiciones
orales pueden comprender del aproximadamente 4 % al aproximadamente 50 % del conjugado en peso de la
composicién. En otro aspecto mas, las presentes composiciones se preparan de modo que una unidad de
dosificacién parenteral contenga del aproximadamente 0,01 % al aproximadamente 2 % en peso del conjugado.

Para la administracion intravenosa, la composicion puede comprender de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 100 mg de un conjugado por kg de peso corporal del animal. En un aspecto, la composicién
puede incluir de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg de un conjugado por kg de peso corporal del
animal. En otro aspecto, la cantidad administrada estara en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
25 mg/kg de peso corporal del conjugado.

En general, la dosis de un conjugado administrada a un paciente normalmente es de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 2.000 mg/kg del peso corporal del animal. En un aspecto, la dosis administrada a un paciente es
de entre aproximadamente 0,01 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal del animal. En otro aspecto,
la dosis administrada a un paciente es de entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 250 mg/kg del
peso corporal del animal. En otro aspecto mas, la dosis administrada a un paciente es de entre aproximadamente
0,1 mg/kg y aproximadamente 20 mg/kg del peso corporal del animal. En otro aspecto mas, la dosis administrada es
de entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal del animal. En otro aspecto
mas, la dosis administrada es de entre aproximadamente 1 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal
del animal.
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Los conjugados se pueden administrar por cualquier via conveniente, por ejemplo, por infusién o inyeccion en bolo,
por absorcién a través de revestimientos epiteliales o mucocutédneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e
intestinal, etc.). La administracién puede ser sistémica o local. Se conocen diversos sistemas de administracion, por
ejemplo, encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcapsulas, capsulas, etc., y se pueden usar para
administrar un conjugado o una composicion. En ciertas realizaciones, se administra mas de un conjugado o
composicién a un paciente.

En realizaciones especificas, puede ser deseable administrar uno 0 mas conjugados o composiciones localmente en
la zona con necesidad de tratamiento. Esto se puede realizar, por ejemplo, y no a modo de limitacién, por infusion
local durante la cirugia; aplicacién topica, por ejemplo, de manera conjunta con un apdsito para heridas después de
la cirugia; por inyeccion; por medio de un catéter; por medio de un supositorio; o por medio de un implante, siendo el
implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, que incluye membranas tales como membranas sialasticas,
o fibras. En una realizacion, la administracion puede ser por inyeccion directa en el sitio (o sitio anterior) de un
cancer, tumo, o tejido neoplasico o preneoplasico. En otra realizacién, la administracion puede ser por inyeccion
directa en el sitio (o sitio anterior) de una manifestacion de una enfermedad autoinmune.

En ciertas realizaciones, puede ser deseable introducir uno 0 mas conjugados o composiciones en el sistema
nervioso central mediante cualquier via adecuada, incluyendo la inyeccion intraventricular e intratecal. La inyeccion
intraventricular se puede facilitar a través de un catéter intraventricular, por ejemplo, unido a un depésito, tal como
un depédsito de Ommaya.

También se puede emplear la administracién pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador,
y formulaciones con un agente de aerosol, o a través de perfusion en un tensioactivo pulmonar de fluorocarbono o
sintético.

En otra realizacion mas, los conjugados se pueden administrar en un sistema de liberacién controlada tal como, pero
sin limitacion, una bomba, o se pueden usar diversos materiales poliméricos. En otra realizaciéon mas, se puede
colocar un sistema de liberacién controlada cerca de la diana de los conjugados, por ejemplo, en el cerebro,
necesitdndose de este modo solo una fraccion de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en “Medical
Applications of Controlled Release”, supra, vol. 2, pag. 115-138 (1984)). Se pueden usar otros sistemas de liberacién
controlada que se analizan en la revision de Langer (Science 249:1527-1533 (1990)).

En algunas realizaciones, se puede combinar un conjugado de proteina con un vehiculo para formar una
composicion. El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante o excipiente, con el que se administra un
conjugado. Dichos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos, tales como agua y aceites, incluyendo los
procedentes del petréleo, o de origen animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja,
aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Los vehiculos pueden ser solucién salina, goma de acacia, gelatina,
pasta de almidon, talco, queratina, silice coloidal, urea, y similares. Ademas, se pueden usar agentes auxiliares,
estabilizantes, espesantes, lubricantes y colorantes. En una realizacion, cuando se administran a un paciente, el
conjugado o las composiciones y los vehiculos farmacéuticamente aceptables son estériles. El agua es un vehiculo
a modo de ejemplo cuando el conjugado se administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y las soluciones
acuosas de dextrosa y glicerol también se pueden emplear como vehiculos liquidos, particularmente para las
soluciones inyectables. Los vehiculos farmacéuticos adecuados también incluyen excipientes tales como almidén,
glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato sodico, monoestearato de
glicerol, talco, cloruro sodico, leche desnatada seca, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. Si se desea,
las composiciones también pueden contener cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes, o
agentes de tamponamiento del pH.

Las composiciones pueden adoptar la forma de soluciones, suspensiones, emulsién, comprimidos, pildoras,
granulos, capsulas, capsulas que contienen liquidos, polvos, formulaciones de liberacién sostenida, supositorios,
emulsiones, aerosoles, pulverizados, suspensiones, o cualquier otra forma adecuada para su uso. Otros ejemplos de
vehiculos farmacéuticos adecuados se describen en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" de E. W. Martin.

En una realizacion ilustrativa, el conjugado se formula de acuerdo con procedimientos habituales en forma de una
composicién farmacéutica adaptada a la administracion intravenosa en animales, particularmente, en seres
humanos. Por lo general, los portadores o vehiculos para la administracion intravenosa son soluciones tampén
acuosas isotonicas estériles. Cuando sea necesario, las composiciones también pueden incluir un agente
solubilizante. Las composiciones para la administracion intravenosa pueden comprender opcionalmente un
anestésico local tal como lignocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion. En general, los ingredientes se
suministran por separado o se mezclan entre si en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en forma de un
polvo liofilizado seco o concentrado exento de agua en un envase cerrado herméticamente tal como una ampolla o
un sobrecito que indique la cantidad del agente activo. Cuando se va a administrar un conjugado por infusién, se
puede dispensar, por ejemplo, con una botella de infusién que contenga agua o solucién salina de calidad
farmacéutica estéril. Cuando el conjugado se administra por inyeccién, se puede proporcionar una ampolla de agua
estéril para inyeccion o solucion salina de modo que los ingredientes se puedan mezclar antes de la administracion.
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Las composiciones para la administracion oral pueden estar en forma de comprimidos, pastillas para chupar,
suspensiones acuosas u oleosas, granulos, polvos, emulsiones, capsulas, jarabes o elixires, por ejemplo. Las
composiciones administradas por via oral pueden contener uno o mas agentes opcionales como, por ejemplo,
agentes edulcorantes tales como fructosa, aspartamo o sacarina; agentes saborizantes tales como menta, aceite de
gaulteria o cereza; agentes colorantes; y agentes conservantes, para proporcionar una preparacién
farmacéuticamente agradable al paladar. Ademas, cuando estan en forma de comprimido o pildora, las
composiciones se pueden recubrir para retrasar la desintegracién y la absorcidon en el tracto gastrointestinal,
proporcionando asi una accion sostenida durante un periodo de tiempo prolongado. Las membranas selectivamente
permeables que rodean un compuesto de direccion osmoéticamente activo también son adecuadas para los
compuestos administrados por via oral. En estas ultimas plataformas, el fluido del entorno que rodea la capsula es
bebido por el compuesto de direccién, que se hincha para desplazar el agente o la composicién de agente a través
de un orificio. Estas plataformas de administracion pueden proporcionar un perfil de liberacién basicamente de orden
cero al contrario de los perfiles con adiciones de formulaciones de liberaciéon inmediata. También se puede usar un
material de retardo a lo largo del tiempo tal como monoestearato de glicerol o estearato de glicerol.

Las composiciones pueden estar destinadas a la administracién tépica, en cuyo caso el vehiculo puede estar en
forma de una solucién, emulsiéon, pomada o base de gel. Si estan destinadas a la administraciéon transdérmica, la
composicion puede estar en forma de un parche transdérmico o un dispositivo de iontoforesis. Las formulaciones
topicas pueden comprender una concentracion de un conjugado del aproximadamente 0,05 % al aproximadamente
50 % en p/v (peso por volumen unitario de la composicién); en otro aspecto, del 0,1 % al 10 % en p/v.

La composicién puede estar destinada a la administracion rectal, en forma, por ejemplo, de un supositorio que se
fundira en el recto y liberara el conjugado.

La composicién puede incluir diversos materiales que modifiquen la forma fisica de una unidad de dosificacion sélida
o liquida. Por ejemplo, la composiciéon puede incluir materiales que formen una cubierta de recubrimiento alrededor
de los principios activos. Los materiales que forman la cubierta de recubrimiento, normalmente, son inertes, y se
pueden seleccionar entre, por ejemplo, azlcar, goma laca y otros agentes de recubrimiento entérico. Como
alternativa, los principios activos se pueden encerrar en una capsula de gelatina.

Las composiciones pueden consistir en unidades de dosificacion gaseosa, por ejemplo, pueden estar en forma de un
aerosol. El término aerosol se usa para indicar varios sistemas que varian de los de naturaleza coloidal a los
sistemas que consisten en envases presurizados. La administracion puede ser mediante un gas licuado o
comprimido o mediante un sistema de bombeo adecuado que dispense los principios activos.

Ya sea en forma sélida, liquida o gaseosa, las presentes composiciones pueden incluir un agente farmacolédgico
usado en el tratamiento del cancer, de una enfermedad autoinmune o de una enfermedad infecciosa.

VIIl. Farmacocinética

Se ha realizado la caracterizacién in vivo de la toxicidad y la eficacia de conjugados de 4 farmacos de cAC10-
veMMAE purificados en ratones, y se describe en mas detalle en los ejemplos (véanse, por ejemplo, los Ejemplos 8
y 9). En resumen, estos estudios han demostrado que las mezclas con un promedio de 4 farmacos por anticuerpo
son igual de eficaces que aquellos conjugados con 8 farmacos (dosis Unica de 1 mg/kg para ambos), mientras que
son menos toxicas (DMT de 100 mg/kg para 4 farmacos por anticuerpo frente a 50 mg kg para 8 farmacos por
anticuerpo). El material purificado con 4 farmacos por anticuerpo del método de DTT tiene una eficacia y una
toxicidad similares, mientras que el material purificado con 4 farmacos por anticuerpo del método de DTNB tiene una
DMT ligeramente superior a 120 mg/kg, mientras que es eficaz a la mitad de la dosis de los otros conjugados
(0,5 mg/kg).

La carga de cAC10 con dos, cuatro u ocho farmacos por anticuerpo no tuvo ningun efecto sobre la unién al antigeno
diana CD30. La potencia in vitro de los cAC10-ADC result6 depender directamente de la carga de farmaco y, por lo
tanto, de la exposicion total a MMAE.

cAC10-E4 demostr6 una actividad antitumoral comparable a cAC10-E8 en un modelo de xenoinjerto de Karpas-299
a la misma dosis de anticuerpo, la mitad de la dosis de MMAE. Basandose en el hallazgo in vitro de que la potencia
era directamente proporcional a la carga de farmaco, no cabia esperar la actividad antitumoral in vivo equivalente de
cAC10-E4 y cAC10-E8. La investigacion de la farmacocinética de los ADC revelé que el aclaramiento era
directamente proporcional a la carga de farmaco de los ADC, y la exposicién (area bajo la curva - AUC) era
inversamente proporcional a la carga de farmaco. La AUC de cAC10-E4 result6 ser 3 veces superior a la de cAC10-
E8. La mayor AUC de cAC10-E4 en comparacion con cAC10-E8 fue aparentemente suficiente para compensar la
reduccion de la potencia, dando lugar a una eficacia equivalente. Los intentos por mejorar la eficacia desacelerando
la semivida de eliminaciéon plasmatica para aumentar AUC se han realizado mediante métodos que incluyen la
construccion de proteinas de fusion de albumina para el interferon-o y la administracién liposomal del farmaco
anticancerigeno Lurtotecan. A diferencia de estos ejemplos en los que el objetivo era alargar la semivida plasmatica,
la mayor exposicion de cAC10-E4 result6 ser una consecuencia valiosa de la reduccién de la carga de MMAE.
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Como se desvela en el Ejemplo 8, la administracion de cAC10-E2 con 1,0 mg/kg/dosis cada 4 dias un total de 4
veces produjo diez de las curaciones habituales. Aunque cAC10-E2 no demostré tener actividad antitumoral
equivalente en comparacién con cAC10-E4 a la misma dosis de mAb, la dosis de cAC10-E2 para lograr la actividad
antitumoral equivalente en comparacion con cAC10-E4 es probablemente inferior al doble, basandose en los
experimentos in vivo de eficacia. Al igual que cAC10-E4, la exposicion mejorada de cAC10-E2 puede desempenar
un papel importante en el hecho de que la potencia in vitro inferior se vea comprometida.

Para maximizar el potencial terapéutico de los ADC de cAC10-val-cit-MMAE, se necesita un alto indice terapéutico.
La reduccion de la cantidad de moléculas MMAE por mAb de ocho a cuatro aument6 el indice terapéutico de 100 a
200. Dadas las curvas de dosis-respuesta pronunciadas de los reactivos quimioterapéuticos, una diferencia del
doble en el indice terapéutico puede ser significativa en términos de las implicaciones clinicas generales en lo que
respecta a las toxicidades.

Al reducir la cantidad de MMAE de ocho a cuatro moléculas por mAb, hubo una disminucién de la actividad in vitro,
aunque se demostr6é una actividad antitumoral equivalente in vivo. Si bien una reduccion adicional de la carga de
farmaco a dos moléculas de MMAE por anticuerpo redujo aun mas la actividad in vitro, cAC10-E2 tuvo una eficacia
equivalente o mejor que cAC10-E4 y cAC10-E8 al doble de la dosis en un entorno de multiples dosis. La ventana
terapéutica se aumentd el doble mediante la reduccién de la carga de farmaco de ocho moléculas de MMAE a
cuatro, y mantenida, como minimo, con una reduccion adicional de dos farmacos por anticuerpo. Hay un valor
considerable en la optimizacién de la sustitucion de los farmacos de los ADC.

Ejemplos
Ejemplo 1 del Método 1

Se redujo parcialmente cAC10 con concentracion limitada de DTT de la siguiente manera: se traté cAC10 (8 mg/ml o
53,8 uM) con 3,5 equivalentes molares de DTT (188,4 uM; Sigma) en borato de sodio 0,05 M, pH 8, NaCl 0,05 M y
acido dietilentriaminopentaacético 1 mM (DTPA; Aldrich) durante 1 h a 37 °C. A continuacion, se purifico el
anticuerpo reducido por desalacién en una columna PD-10 (Amersham Biosciences). Se equilibré la columna PD-10
con 25 ml solucién salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7,4 (GIBCO) con DTPA 1 mM (PBSD), se aplico 1 ml de
la solucion anterior a la columna, se lavo la columna con 1,8 ml de PBSD y se eluy6 la columna con 1,4 ml de PBSD.
Se cuantificé la concentracion de proteina usando un valor de absorbancia de 1,58 a 280 nm para una solucion de
1,0 mg/ml, y se determiné la concentracién molar usando un peso molecular de 150.000 g/mol. Se determiné la
concentracion de tioles de cisteina producidos del anticuerpo por titulaciéon con acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)
(DTNB; Pierce), resultando ser normalmente ligeramente superior a 4 tioles de cisteina por anticuerpo usando este
método.

A continuacion, se conjug6 el farmaco veMMAE a cAC10 reducido de la siguiente manera: en primer lugar, se enfrié
cAC10 reducido (normalmente, concentracién final de anticuerpo 30 uM vy tioles de cisteina de anticuerpo 120 uM)
hasta 0 °C. Se disolvi6 vcMMAE en acetonitrilo frio y se mezclé rapidamente con la solucién de anticuerpo. La
concentracién de acetonitrilo final fue del 20 %, mientras que la concentracién de farmaco final fue de 135 a 150 uM
(4,5 a 5 equivalentes molares, que es un ligero exceso frente a los tioles de cisteina del anticuerpo). Se dejé incubar
esta solucién durante 30 min a 0 °C, se inactivo el exceso de veMMAE con cisteina (concentracion final de 1 mM), y
se purifico el conjugado usando una columna PD-10 como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 2 del Método 1

Se prepard cAC10 con 4 veMMAE por anticuerpo (mezcla de E4) con cantidades limitantes de DTT de la siguiente
manera: se traté cAC10 con 3,25 equivalentes molares de DTT en borato de sodio 0,025 M, pH 8, NaCl 0,025 M,
DTPA 1 mM durante 2 horas a 37 °C. Se diluyé esta mezcla 5 veces con agua y se aplicé a una columna de
hidroxiapatita (Macroprep de ceramica de tipo | de 40 um, BioRad, Hercules, CA) a un caudal de 10 ml/min. El
tamafo de la columna fue de 1 ml por 10 mg de cAC10. La columna se equilibré previamente con 5 voliumenes de
columna de fosfato de sodio 0,5 M, pH 7, NaCl 10 mM y 5 volimenes de columna de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,
NaCl 10 mM. Después de la aplicacién, se lavé la columna con 5 volumenes de columna de fosfato de sodio 10 mM,
pH 7, NaCl 10 mM y después se eluyd con fosfato de sodio 100 mM, pH 7, NaCl 10 mM. Se afadié DTPA a 1 mM
después de la elucion. Se cuantificé la concentracion de proteina usando un valor de absorbancia de 1,58 a 280 nm
de una solucién de 1,0 mg/ml, y se determiné la concentracion molar usando un peso molecular de 148.449 g/mol.
Se determind la concentracion de tioles de cisteina producidos del anticuerpo por titulacion con DTNB, dando lugar,
normalmente, a 4,0 a 4,5 tioles por anticuerpo.

Se someti6 cAC10 reducido a alquilacion con un ligero exceso de vcMMAE frente a los tioles de cisteina del
anticuerpo (1,1 equivalentes molares). Para mantener veMMAE soluble, habia DMSO al 10 % en la mezcla de
reaccion final. Como alternativa, el veMMAE se podria mantener en una solucién que comprendiera el 5% en
volumen de un alcohol, tal como etanol y alcohol isopropilico. Se realizé la reaccién de alquilacion a 0 °C durante 30
min. Se uso cisteina (1 mM final) para inactivar cualquier veMMAE sin reaccionar. Se purificé el cAC10-veMMAE por
cromatografia de hidroxiapatita como se ha descrito anteriormente. Tras la elucion, se cambié el tampédn a solucién
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salina tamponada con fosfato (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando dispositivos de concentracién por centrifugacién de
corte 30 K Ultrafree de Amicon (Millipore, Bedford, MA). Se cuantificd la concentracién de proteina usando un valor
de absorbancia de 1,62 a 280 nm para una solucion de 1,0 mg/ml.

Ejemplo 3 del Método 2a

Se redujo totalmente cAC10 mediante la adicion de un gran exceso de DTT. Las concentraciones finales de reaccién
fueron de 8 mg/ml de cAC10, borato de sodio 0,05 M, pH 8, NaCl 0,05 M, DTT 10 mM y DTPA 1 mM. Se incub6 esta
solucion a 37 °C durante 30 min y se purificd el anticuerpo por desalacion en una columna PD-10 como se ha
descrito anteriormente. Se produjeron poco mas de 8 tioles de cisteina por anticuerpo segun lo determinado por
titulacién con DTNB usando estas condiciones.

La reoxidacion parcial se realizé6 usando DTNB como agente oxidante. Se enfri6 cAC10 reducido (normalmente,
30 uM) hasta 0 °C y luego se traté con 1,5 a 2,5 equivalentes molares de DTNB (concentracion final de 45y 75 uM;
los rendimientos mas altos de E4 se obtuvieron usando 2,0 equivalentes). Se mezcl6 rapidamente la solucién por
inversién y se dejé incubar a 0 °C durante 10-20 min. La extension de la reaccion se puede observar, pues el TNB
liberado es de color amarillo. Por lo general, la reaccién parecié completarse en unos cuantos segundos. Se afadio
cisteina (concentracion final de 1 mM) para garantizar que todo el TNB estaba presente como TNB' en lugar de en
disulfuros mixtos con cisteinas de anticuerpo. A continuacion, se purificé el anticuerpo en una columna PD-10 o una
columna de hidroxiapatita como se ha descrito anteriormente. Por lo general, se observaron 4 tioles de cisteina por
anticuerpo mediante titulacion de DTNB tras este procedimiento de reoxidacion parcial. Finalmente, se conjugo el
farmaco veMMAE a estos tioles de cisteina de anticuerpo y se purificd6 mediante PD-10 como se ha descrito
anteriormente para el Método 1.

Ejemplo 4 del Método 2b

Se prepar6 cAC10 totalmente reducido como se ha descrito anteriormente para el Método 2a. Se enfri6 cAC10
totalmente reducido (normalmente, 30 uM) hasta 0 °C y luego se traté con 1,5 a 2,5 equivalentes de DTNB
(concentracién final de 45 y 75 uM). Se mezclé rapidamente la solucion por inversion y se dejé incubar a 0 °C
durante 10 min. Sin mayor purificacion, se mezcl6 rapidamente el cAC10 parcialmente reoxidado con 5 equivalentes
de veMMAE disueltos en acetonitrilo frio. Al igual que con el Método 1, la concentracion final de acetonitrilo fue del
20 %. En la reaccién de conjugacion, la concentracion final de cAC10 era 24 uM (tioles de cisteina por anticuerpo
96 uM o 4 por anticuerpo) y la concentracion final de veMMAE fue de 120 uM (5 equivalentes molares). Se incub6
esta solucion durante 30 min a 0 °C antes de la inactivacion con cisteina y la purificacién por PD-10 como se ha
descrito anteriormente.

Purificacion preparativa de la mezcla de E4 por hidroxiapatita. Se cambié el tampén de cAC10 (citrato de sodio 25
mM, pH 6,5, NaCl 250 mM y Tween-80 al 0,02 %) a PBS usando varios dispositivos de concentracién por
centrifugacion de corte 30 K Ultrafree de Amicon de 15 ml. Se redujeron totalmente 1,09 g de cAC10 en PBS con
DTT en un volumen final de 89 ml de la siguiente manera: se trat6 cAC10 (82,3 uM) con DTT 10 mM en borato de
sodio 0,025 M, pH 8, NaCl 0,025 M durante 1 hora a 37 °C . Se diluy6 esta mezcla hasta 250 ml con agua y se aplicé
a una columna de 70 ml de hidroxiapatita (Macroprep de ceramica de tipo | 40 um, BioRad) a un caudal de 10
ml/min. La columna se equilibré previamente con 5 volimenes de columna de fosfato de sodio 0,5 M, pH 7, NaCl 10
mM y 5 volumenes de columna de fosfato de sodio 10 mM, pH 7, NaCl 10 mM. Tras la aplicacién, se lavé la columna
con 5 volimenes de columna de fosfato de sodio 10 mM, pH 7, NaCl 10 mM y después se eluyé con fosfato de sodio
100 mM, pH 7, NaCl 10 mM.

Se volvié a oxidar cAC10 totalmente reducido con DTNB de la siguiente manera: se enfri6 el material eluido
anteriormente (6,02 mg/ml o 40,2 mM, 1,02 g en 170 ml) hasta 0 °C y después se trat6 con 2,0 equivalentes de
DTNB (solucion madre 10 mM) durante 20 min. Sin purificacion adicional, se conjugé el cAC10 reoxidado con
vcMMAE. Se trat6 el cAC10 frio (31,9 uM final) con 5 equivalentes de veMMAE (159,5 uM final) disueltos en DMSO
(20 % final) en un volumen final de 214 m. Después de 40 min a 0 °C, se afadieron 1,07 ml de cisteina 100 mM para
inactivar cualquier veMMAE sin reaccionar y se diluy6 la mezcla hasta 750 ml con agua. Se purificé el conjugado en
una columna de hidroxiapatita como se ha descrito anteriormente para la reduccién con DTT. Se concentrd la
mezcla de E4 de cAC10-veMMAE recuperada (0,99 g o 91 % de rendimiento global basado en cAC10) y se cambid
el tampén a PBS usando varios dispositivos de concentracién por centrifugacion de corte 30 K Ultrafree de Amicon
de 15 ml.

Se realizé la purificacién preparativa de E4 puro por HIC en una columna de HIC Toyopearl Fenil-650M de 45 ml a
un caudal de 10 ml/min a temperatura ambiente. El disolvente A era NaCl 2 M y fosfato de sodio 50 mM, pH 7. El
disolvente B era fosfato de sodio 50 mM al 80 % v/v, pH 7, y acetonitrilo al 20 % v/v. La columna se equilibré
previamente con 5 volimenes de columna de disolvente A. Se mezclaron hasta 400 mg de mezcla de E4 de cAC10-
veMMAE purificada por hidroxiapatita (anterior) con 1 volumen de NaCl 4 M y fosfato de sodio 50 mM, pH 7 y se
aplicaron a la columna. EO no quedd retenido por la columna. Se eluyeron las diferentes especies cargadas con
farmaco por gradientes de etapas secuenciales: E2 se eluy6 con disolvente B al 35 %, E4 se eluyé con disolvente B
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al 70 %, E6 se eluy6 con disolvente B al 95 % y E8 se eluyd con disolvente B al 100 %. Se concentré E4 purificado y
se cambi6 el tampdn a PBS usando varios dispositivos de concentracién por centrifugacion de corte 30 K Ultrafree
de Amicon de 15 ml, obteniéndose 235 mg de E4 puro a partir de dos purificaciones 400 mg. El andlisis de pureza
por HIC analitica (mas adelante) mostré una pureza de E4 superior al 90 %.

Ejemplo 5 del Método 1

Se realizé la reduccién limitada con TCEP seguida de alquilacion sin purificacion intermedia mediante el tratamiento
de cAC10 con 2,75 equivalentes molares de TCEP en borato de sodio 0,025 M, pH 8, NaCl 0,025 M, DTPA 1 mM
durante 2 horas a 37 °C. Véase también la Figura 9. A continuacion, se enfrié la mezcla hasta 0 °C, y se someti6 a
alquilaciéon el cAC10 parcialmente reducido con veMMAE como se ha descrito anteriormente. Se desalé cAC10-
vcMMAE usando columnas PD-10 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) equilibradas con solucién salina
tamponada con fosfato. (La reduccién parcial también se puede realizar con una etapa de purificacién intermedia del
anticuerpo parcialmente reducido, como se muestra en la Figura 8.)

Las muestras usadas para determinar la cinética de la distribucién de los isémeros se prepararon de la siguiente
manera: se redujo cAC10 con 3,0 equivalentes de DTT en fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5y EDTA 5 mM a 37 °C. En
los puntos temporales indicados, se extrajeron las muestras, se inactivaron con un volumen igual de citrato de sodio
200 mM, pH 5, y se purificaron usando columnas PD-10 equilibradas con soluciéon salina tamponada con fosfato que
contenia EDTA 5 mM. Se tratdé el cAC10 reducido con veMMAE como se ha descrito anteriormente y se purifico
usando columnas PD-10 equilibradas con solucion salina tamponada con fosfato.

Se realiz6 la purificacién de E2, E4 y E6 puros por HIC en una columna de HIC Toyopearl Fenil-650M (Tosoh
Biosciences, Montgomeryville, PA) a un caudal de 10 ml/min a temperatura ambiente. El tamafo de la columna era
de 1 ml por 7,5 mg de cAC10-vcMMAE. El disolvente A era NaCl 2,0 M y fosfato de sodio 50 mM, pH 7. El disolvente
B era fosfato de sodio 50 mM al 80 % v/v, pH 7, y acetonitrilo al 20 % v/v. La columna se equilibré previamente con 5
volumenes de columna de disolvente A. Se mezcldé cAC10-veMMAE con 0,67 volumenes de NaCl 5 M (2,0 M final) y
se aplicaron a la columna. EO no quedé retenido por la columna. Se eluyeron las diferentes especies cargadas con
farmaco por gradientes de etapas secuenciales: E2 se eluy6 con disolvente B al 35 %, E4 se eluyé con disolvente B
al 70 %, E6 se eluyo con disolvente B al 95 % y E8 se eluy6 con disolvente B al 100 %. Se concentré E4 purificado y
se cambié el tampén a solucion salina tamponada con fosfato usando dispositivos de concentracién por
centrifugacion de corte 30 K Ultrafree de Amicon.

Ejemplo 6 de métodos analiticos.

Se determind la carga de farmaco midiendo la relacién de la absorbancia a 250 y 280 nm (A250/280). El nimero de
vcMMAE por cAC10 se ha determinado empiricamente en (A250/280 - 0,36)/,0686.

Se analizaron los conjugados en cuanto al porcentaje de pureza de E4 mediante cromatografia de interaccion
hidréfoba (HIC) usando una columna 5PW de éter Tosoh Biosceince (parte 08641) a un caudal de 1 ml/min y una
temperatura de columna de 30 °C. El disolvente A era fosfato de sodio 50 mM, pH 7 y NaCl 2,0 M. El disolvente B
era fosfato de sodio 50 mM al 80 %, pH 7, 2-propanol al 10 % y acetonitrilo al 10 %. B isocratico al 0 % durante 15
min, un gradiente lineal de 50 min de B del 0 al 100 % un gradiente lineal de 0,1 min de B del 100 al 0% y B
isocratico al 0 % durante 14,9 min. Las inyecciones (normalmente, de 90 a 100 pl) fueron de 1 volumen de
conjugado veMMAE-cAC10 purificado (concentracion de al menos 3 mg/ml) y 1 volumen de fosfato de sodio 50 mM,
pH 7 y NaCl 4 M.

Se analizaron los ADC, incluyendo el E4 puro de la cromatografia HIC, en condiciones desnaturalizantes y no
reductoras usando un bioanalizador Agilent. Se us6 un chip de proteina de 200 en condiciones desnaturalizantes
pero no reductoras segun lo descrito por el fabricante. En resumen, se mezclaron 4 ul de 1 mg/ml de cAC10-
vcMMAE con 2 pl de tampén de carga no reductor y se calent6 hasta 100 °C durante 5 min. Se afadié agua (84 ul) y
se cargaron 6 ul de esta mezcla en cada pocillo del chip.

Finalmente, se analiz6 E4 puro en una columna PLRP-S (Polymer Laboratories). El caudal fue de 1 mi/min y la
temperatura de la columna fue de 65 °C. El disolvente A era acido trifluoroacético al 0,05 % en agua y el disolvente B
era acido trifluoroacético al 0,04 % en acetonitrilo. B isocratico al 25 % durante 3 min, un gradiente lineal de 15 min
hasta B al 50 %, un gradiente lineal de 2 min hasta B al 95 %, un gradiente lineal de 1 min hasta B al 25% y B
isocratico al 25 % durante 2 min. Las inyecciones eran de 10 ul de cAC10-vcMMAE previamente reducido con DTT
20 mM a 37 °C durante 20 min para escindir los disulfuros intercatenarios.

Los ADC también se analizaron en condiciones desnaturalizantes y reductoras sobre una columna PLRP-S (Polymer
Laboratories) (2,1 x 150 mm, 8 p, 1000 A). El caudal fue de 1 ml/min y la temperatura de la columna fue de 80 C. El
disolvente A era acido trifluoroacético al 0,05 % en agua y el disolvente B era acido trifluoroacético al 0,04 % en
acetonitrilo. B isocratico al 25 % durante 3 min, un gradiente lineal de 25 min hasta B al 50 %, un gradiente lineal de
2 min hasta B al 95 %, un gradiente lineal de 1 min hasta B al 25 % y B isocratico al 25 % durante 2 min. Las
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inyecciones eran de 10-20 ul de 1 mg/ml de cAC10-vcMMAE previamente reducido con DTT 20 mM a 37 °C durante
15 min para escindir el resto de disulfuros intercatenarios. Se determiné la fraccién molar de cada cadena usando
los siguientes coeficientes de extincidon molar: cadena ligera con 0 veMMAE: 30.160 M' cm™; cadena ligera con 1
veMMAE: 31.660 M" cm™; cadena pesada con 0 vceMMAE: 86.915 M cm™; cadena pesada con 1 veMMAE:
88.415 M cm’'; cadena pesada con 2 veMMAE: 89.915 M cm™; cadena pesada con 3 veMMAE: 91.415 M cm™.

Se determind la distribucion isomérica para E2 y E6 usando Unicamente los datos de HPLC de PLRP-S. Para el
isomero E2 A (para estos andlisis, "isomero A" se refiere tanto al isomero 2A como al isémero 2B de la Figura 7), la
fraccién molar de cadena ligera con 0 veMMAE (LO) es igual a la fraccion molar de cadena pesada con 1 veMMAE
(H1), mientras que para el isémero E2 C, la fraccion molar de cadena ligera con 0 y 1 veMMAE vy la fraccién molar de
cadena pesada con 0 y 1 veMMAE son iguales. Puesto que solo la cadena ligera con 1 veMMAE (L1) y la cadena
pesada con 0 veMMAE (HO) contribuyen al porcentaje de isémero C, el porcentaje de isémero C se puede expresar
de la siguiente manera:

%C =2L1+2H0 (1)

Se supone que el porcentaje de isémero A es 100 - % C. A menudo, se observan pequeinas cantidades (inferiores al
3 % total) de cadena pesada con 2 0 3 veMMAE en los datos de HPLC PLRP-S. Estas se deben probablemente a la
contaminacion de E4 o E6 en la muestra de E2. Con el fin de calcular el porcentaje de isomeros E2 Ay C, la suma
del porcentaje molar de L0, L1, H1 y H2 se fij6 en el 100 %).

De manera similar, para el isomero E6 A (para estos analisis, "isbmero A" se refiere tanto al isdmero 6A como al
isémero 6B de la Figura 7), la fraccion molar de H2 es igual a la fraccion molar de L1, mientras que para el isémero
E6 C, las fracciones molares de LO, L1, H2 y H3 son iguales. Dado que solo LO y H3 contribuyen al porcentaje de
isémero C, el porcentaje de isémero C se puede expresar de la siguiente manera:

%C=2L0+2H3 (2)

Se supone que el porcentaje de isémero A es 100 - % C. Como con E2, la suma del porcentaje molar de LO, L1, H2
y H3 se fijé en el 100 %.

Los porcentajes de los isémeros E4 no se pueden obtener Unicamente a partir de los datos de HPLC de PLRP-S,
porgue no hay una solucién Unica. Se necesita fijar al menos un isémero antes de poderse usar los datos de PLRP
para resolver los otros dos isémeros. Se determiné el porcentaje molar de HHL, HH y HL a partir de los datos del
bioanalizador, usando los siguientes pesos moleculares: 124.720,8 (HHL), 100.992,6 (HH) y 74.224,5 (HL) g/mol. El
bioanalizador usa la fluorescencia del colorante unido para la lectura del instrumento, y se supone que HHL, HH y
HL se unen al colorante igualmente por peso molecular unitario, aunque es poco probable que esta suposicion sea
cierta. Para minimizar el error que resultaria de esta suposicion, solo se calculé el isomero E4A a partir de los datos
del bioanalizador usando las areas de los picos de HHL, HH y HL de la siguiente manera (el area del pico de HL se
divide entre 2, ya que cada anticuerpo produciria 2 HL si se escindieran los disulfuros de cadena pesada-pesada):

HHL

%4 = 124720 8
s HHL HH HL @)

+ +
1247208 100992 6 2 *74224 5

Luego se usaron los datos de HPLC PLRP-S para resolver la contribucién restante de los isomeros E4 E y F usando
las siguientes férmulas:

%E=Hl1+L1-Aal05% (4)

%F = H2+L0-Aal05% (5)

El isomero E4 A contribuye igualmente a las poblaciones de LO, L1, H1 y H2, y las contribuciones a H1 y L1 del
isémero A (la mitad de su contribucion total) se deben restar de la cantidad total observada de H1 y L1 para obtener
la cantidad restante de H1 y L1 que debe haber debido a la presencia del isémero E. Una sustraccion similar para la
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contribucién de H2 y L0 para el isomero A producira la cantidad presente debida al isémero F. Como con E2 y EB, la
suma de los porcentajes molares de L0, L1, H1 y H2 se fij6 en el 100 %.

Ejemplo 7 de estrategias para la carga parcial de proteinas

Se usaron dos estrategias diferentes para preparar ADC parcialmente cargados de farmacos. En primer lugar, la
reduccion parcial de cAC10 con cantidades limitantes de DTT o TCEP produce menos de 8 cisteinas de anticuerpo.
Aproximadamente 3,25 y 2,75 equivalentes de DTT y TCEP, respectivamente, escindirdn 2 enlaces disulfuro
intercatenarios para producir un promedio de 4 cisteinas de cAC10 por anticuerpo (una mezcla de 0, 2, 4, 6 y 8
cisteinas de anticuerpo). La cantidad de agente reductor se puede determinar empiricamente: cBR96 requiere solo
2,1 equivalentes de DTT o TCEP para producir 4 cisteinas de anticuerpo, mientras que los anticuerpos IgG1 murinos
a menudo pueden ser extremadamente resistentes a la reduccion (datos no mostrados). Una ventaja de usar TCEP
en lugar de DTT es que las fosfinas reaccionan mal con las maleimidas, y no es necesario eliminar ningin agente
reductor restante antes de afadir vceMMAE. El exceso de DTT reacciona facilmente con veMMAE y competiria con
las cisteinas de los anticuerpos por el farmaco. Después de la reduccion de los anticuerpos, el tratamiento de
cisteinas de anticuerpos con un ligero exceso molar de veMMAE (1,1 equivalentes molares por cisteina) produce
cAC10 con una carga media de farmaco de 4 MMAE por anticuerpo (mezcla de E4).

Como alternativa, se puede reducir totalmente cAC10 con DTT 10 mM y luego reoxidarlo parcialmente con DTNB.
Este proceso de reoxidacion es muy eficaz, requiriendo 2,0 equivalentes de DTNB para reoxidar 8 cisteinas de
anticuerpo a 4. El tratamiento de este anticuerpo reoxidado con un tiol tal como cisteina no libera ningin acido
tionitrobenzoico unido, lo que sugiere que las cisteinas reoxidadas estan en forma de disulfuros de anticuerpo en
lugar de disulfuros de cisteina-TNB mixtos. Los métodos analiticos descritos a continuacion también muestran la
presencia de disulfuros de anticuerpos. Las cisteinas de anticuerpos restantes se pueden conjugar con veMMAE
como se ha descrito anteriormente para producir la mezcla de E4.

Para determinar la poblacion isomérica de cada una de las especies cargadas con farmaco, E2, E4 y EB6, se separan
y se aislan, produciendo E2, E4 y E6 puros. La Figura 13A muestra un rastro de HPLC de interaccién hidréfoba
(HIC) de la mezcla de E4 preparada mediante la reduccion parcial con DTT. Todas las especies cargadas con
nimero par de farmacos se pueden separar entre si, pudiéndose observar pequefias cantidades de especies
cargadas con numero impar de farmacos en la depresion entre las especies de nimero par. La carga de farmaco de
estas especies se puede asignar mediante el examen de los espectros UV de los picos. El grupo PABA del
enlazador de farmacos tiene una absorbancia maxima cerca de 248 nm, mientras que el anticuerpo tiene una
absorbancia minima a la misma longitud de onda. Usando los coeficientes de extincidn de los farmacos y los
anticuerpos a 248 y 280 nm, se puede asignar el nimero de farmacos por anticuerpo para la mezcla de ADC de
partida y cada uno de los picos observados (Hamblett et al (2004), Clin Cancer Res. 10: 7063-70).

La Tabla 1 muestra los porcentajes de las especies cargadas con nimero par de farmacos preparadas por reduccion
parcial con DTT, reduccién parcial con TCEP y reoxidacion parcial con DTNB. El método de reduccion parcial con
DTNB produce un porcentaje ligeramente mayor de E4 (38 %) que los métodos de reduccién parcial (30 % para DTT
y 33 % para TCEP). Esto se logra a costa de principalmente E6 y E8, que suman aproximadamente el 34 % para la
reduccion parcial con DTT y el 31 % para la reduccion parcial con TCEP, mientras que solo el 24 % para la
reoxidacion parcial con DTNB. Las especies cargadas con numero impar de farmacos no se muestran en la tabla y
representan el 7-10 % del material total.

Tabla 1. Composicién porcentual de la mezcla de E4.°
Método de produccion EO E2 E4 E6 E8

Reduccion parcial con DTT| 9+2 20+3 | 301 24 +3 10£3
Reduccién parcial con
TCEP

Reoxidacién parcial con
DTNB

8+1 203 | 33+x2 | 22%2 9+1

10+4 | 18+3 | 382 | 204 4+2

®Se integraron cromatogramas HPLC de HIC para la composicién porcentual.
Los valores son * la desviacién estandar para 4 (reduccién parcial con DTT),
3 (reduccion parcial con TCEP) o 6 (reoxidacion parcial con DTNB) lotes
separados. Las contribuciones de las especies de nimero impar no se
muestran, haciendo que el total sea inferior al 100 %.

Este método de HPLC de HIC se puede usar para aislar unos cuantos miligramos de E2, E4 y E6 puros. Como
alternativa, se puede usar la HIC preparativa usando gradientes escalonados para aislar cientos de miligramos de
E2, E4 y E6 puros, como se muestra en la Figura 13B, C, D. La pureza de estos materiales, con respecto a sus
niveles de carga de farmaco, es al menos del 95 %.
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Estos materiales purificados se sometieron a dos métodos de andlisis para determinar la distribucion de los
farmacos en el anticuerpo (véase el Ejemplo 6). En primer lugar, se us6 la HPLC reductora y desnaturalizante en
una columna PLRP-S para determinar el nimero de farmacos por cadena de anticuerpo. El pretratamiento del ADC
con un exceso de DTT rompe los disulfuros intercatenarios restantes y permite la separacion de la cadena ligera con
0 o 1 farmacos (LO y L1) de la cadena pesada con 0, 1, 2 o 3 farmacos (HO, H1, H2 y H3) (Figura 4). En segundo
lugar, la electroforesis capilar no reductora y desnaturalizante permite la separaciéon de cadenas de anticuerpo con
los disulfuros intercatenarios restantes intactos, lo que resulta en 6 posibles especies: L, H, HL, HH, HHL y HHLL
(Figura 15).

La cuantificacion de las especies observadas por HPLC de PLRP-S y electroforesis capilar permite la asignacién de
las poblaciones isoméricas. Las Figuras 1 y 7 ilustran los fragmentos de anticuerpos y el nimero de farmacos
asociados para cada uno de los isémeros. Las poblaciones isoméricas de E2 y E6 se pueden determinar facilmente
por HPLC de PLRP-S sola o electroforesis capilar sola, porque cada isémero produce un patrén tnico. Por ejemplo,
el isémero E2C solo produce L1 y HO en condiciones desnaturalizantes y reductoras, mientras que E2A solo produce
LO y H1, y en condiciones desnaturalizantes y no reductoras, el isémero E2A produce HHLL, mientras que E2C
produce L y HHL. Para E4, ni la HPLC de PLRP-S ni la electroforesis capilar por si solas son suficientes para
calcular las poblaciones isoméricas, de modo que los dos métodos se deben usar en combinacién para determinar la
composicion. La Tabla 2 muestra la composicién porcentual para cada uno de estos isémeros. Los datos de la HPLC
de PLRP-S se usaron exclusivamente para calcular la composicién isomérica de los isémeros E2 y E6 usando las
Ecuaciones 1y 2 (véase el Ejemplo 6). La electroforesis capilar se us6 para calcular la cantidad de E4A usando la
Ecuacién 3, y la HPLC de PLRP-S se us6 para calcular la cantidad de E4B y E4C usando las Ecuaciones 4 y 5 que
restan la contribucion de E4A (véase el Ejemplo 6).

Tabla 2. Composicién de la poblacién de los isémeros E2, E4 y E6 purificados

Método de produccién | E2A* | E2C* | E4A° | E4E° | E4F° | E6A° | E6C®
Reduccion parcial con DTT| 8 92 10 59 31 2 98
Reoxidacioén parcial con
DTNB 77 23 17 8 75 4 96
Reduccidn parcial con AET 17 83 13 46 41 5 98
apH5

®Determinada a partir de los datos de HPLC de PLRP-S usando la Ecuacién 1.
®Determinada a partir de los datos del bioanalizador usando la Ecuacién 3|
‘Determinada partir de los datos de HPLC de PLRP-S usando las Ecuaciones 4 y 5.
“Determinada a partir de los datos de HPLC de PLRP-S usando la Ecuacién 2.

Los datos de la Tabla 2 son sorprendentes debido a que el método de produccion afecta significativamente a la
ubicacion de los farmacos, lo que sugiere que los disulfuros de anticuerpos se pueden reducir selectivamente. La
reduccion parcial con DTT produce el 92 % de isémero E2C, que resulta de la reduccién de uno de los disulfuros de
la cadena pesada-ligera, el 59 % de isémero E4E, que resulta de la reduccion de ambos disulfuros de cadena
pesada-ligera, y el 98 % de isémero E6C, que resulta de la reduccion de ambos disulfuros de cadena pesada-
pesada y un disulfuro de cadena pesada-ligera. Los isémeros con un disulfuro de cadena pesada-pesada reducido
son una gran minoria. Por otro lado, la reoxidacion parcial con DTNB produce casi el resultado opuesto para los
isdbmeros E2 y E4, el 77 % de isomero E2A y el 75 % de E4A, donde un disulfuro de cadena pesada-pesada esta
intacto, y el mismo resultado para E6, el 96 % de E6C. La reduccion acida con AET produce una poblacion de
isomeros que es muy similar a la reduccion parcial con DTT, y favorece la escision de los disulfuros de cadena
pesada-ligera.

La cinética de la distribucién de los isémeros para la reduccién parcial con DTT se muestra en la Tabla 3. Se redujo
cAC10 con 3,0 equivalentes de DTT, y se retiraron muestras periédicamente y se alquilaron con veMMAE. Se
obtuvieron E2, E4 y E6 puros mediante HPLC de HIC, y se determind la distribucion de los isémeros por HPLC de
PLRP-S y bioanalizador. Las composiciones de los isdmeros son idénticas en el transcurso del experimento, que
abarca de 10 a 120 min de tiempo de reduccién y una carga de farmaco total de 1,3 a 3,9 farmacos por anticuerpo.
Estos resultados muestran que las poblaciones de isémeros de reduccion parcial con DTT mostradas en la Tabla 2,
preparadas mediante la reduccién de cAC10 durante 2 h con una cantidad limitante de DTT, son representativas de
la poblacién isomérica a lo largo de toda la reaccién de reduccion.
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Tabla 3. Cinética de la distribucion de los isdmeros para la reduccioén parcial con DTT

Tiempo (min)?| &MaGOS/MARl £op0 | Eoce | Eapl | E4E° | E4F° | E6A' | E6C'
10 13 12 | es 9 63 | 28 | ND | ND
20 2.1 9 91 7 65 | 20 | 7 | o3
35 27 9 91 7 63 | 3 6 | o4
55 33 9 91 7 63 | 30 | 8 | 9
80 3,6 9 92 7 61 | 32 | 6 | 94
120 3,9 11 | o0 8 61 | 31 7 | o3

#Tiempo de reduccion. Una vez reducidos, todos los anticuerpos se trataron con veMMAE
durante periodos de tiempo idénticos. "Determinada mediante HPLC de HIC. °Determinada
a partir de los datos de HPLC de PLRP-S usando la Ecuacién 1. “Determinada a partir de
los datos del bioanalizador usando la Ecuacién 3. °Determinada a partir de los datos de
HPLC de PLRP-S usando las Ecuaciones 4 y 5. 'Determinada a partir de los datos de
HPLC de PLRP-S usando la Ecuacién 2. N/D, no determinada. En este punto temporal, se
produjo muy poco E6, y este material no fue suficiente para la determinacion de la
poblacién isomérica.

Tabla 4. Unién in vitro y citotoxicidad de cAC10-veMMAE

Clso de la union b
ADC (mg/mi)? Clso de Karpas 299 (ng/ml)
EO0 (cAC10) 2,70 + 1,91 N/D
DTT de mezcla de N/D 114+24
E2
DTT de E2 puro 3,57 £ 2,41 13,8+ 3,6
DTNB de mezcla
de E2 N/D 11,7+45
DTNB de E2 puro 2,02+1,22 13,2+2,7
DTT de mezcla de N/D 34412
E4
DTT de E4 puro 7,76 £ 3,93 48+0,7
DTNB de mezcla
de E4 N/D 5,0+0,0
DTNB de E4 puro 7,69 14,42 43+0,9
E8 6,53 + 3,09 2,7+0,2
2Uni6n a Karpas 299, en mg de componente de anticuerpo/ml,
determinada a partir de 4-7 mediciones independientes * la desviacion
estandar. N/D, no determinado.
®Citotoxicidad in vitro, en ng de componente de anticuerpo/ml,
determinada a partir de 3 mediciones independientes * la desviacion
estandar. N/D, no determinado. cAC10 solo presenta una baja
potencia frente a Karpas 299.

La Tabla 4 enumera los resultados de los experimentos de union in vitro y de citotoxicidad que se realizaron para los
ADC de varios niveles de carga de farmaco. Se ensayaron la mezcla de E2 y E4, asi como E2 y E4 puros de la
reduccion parcial con DTT y la reoxidacion parcial con DTNB. El conjugado completamente cargado con 8 farmacos
por anticuerpo resulté ser el mas citotoxico, con un valor de Clsp en la linea celular Karpas 299 positiva en CD30 de
2,7 ng/ml (calculado basado en el peso del anticuerpo). Los ADC con 4 farmacos por anticuerpo resultaron ser
ligeramente menos citotdxicos, con valores de Clsg de entre 3,4 y 5,0 ng/ml, y los ADC con 2 farmacos por
anticuerpo resultaron ser los menos citotdxicos, con valores de Clsp de entre 11,4 y 13,8 ng/ml. La quimica usada
para producir los ADC no mostr6 diferencias significativas en la citotoxicidad, ni hubo diferencias significativas entre
las mezclas y los ADC purificados mediante HIC. La citotoxicidad in vitro parece depender solo de la dosis total de
farmaco. La unién a células positivas en CD30 fue muy similar para EO, E2 y E4, viéndose E8 ligeramente afectado,
lo que demuestra que la conjugacién no interfiere en la union al antigeno. Las citotoxicidades in vitro de los ADC
(que miden el componente de anticuerpo) muestran la tendencia esperada: cuanto mayor es el nimero de farmacos,
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menor es el valor de Clso. En el error experimental, la ubicacion de los farmacos no parece influir en la citotoxicidad
in vitro.

Ejemplo 8 de los efectos de la carga de farmacos sobre la actividad antitumoral del conjugado de anticuerpo
monoclonal y farmaco

Células y reactivos. Se adquirié la linea Karpas-299 de ALCL positiva en CD30 en el Deutsche Sammlung von
Mikroorganism und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Alemania). L540cy, un derivado de la linea HD L540
adaptado al crecimiento de xenoinjertos, fue amablemente proporcionado por el Dr. Harald Stein (Institut fur
Pathologie, Univ. Veinikum Benjamin Franklin, Hindenburgdamm 30, 12200 Berlin, Alemania). Las lineas celulares
se cultivaron en medio RPMI-1640 (Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD) suplementado con suero bovino fetal
al 10 %.

Construccién y purificacion de ADC de cAC10-Val-Cit-MMAE. En resumen, se produjo cAC10 con 8 farmacos por
anticuerpo mezclando cAC10 con ditiotreitol (DTT) a 37 °C durante 30 min, y se intercambié el tampén mediante
elucion a través de resina de Sephadex G-25 con PBS que contenia acido dietilentriaminopentaacético (DTPA)
1 mM. Se afnadié PBS que contenia DTPA 1 mM (PBS/D) al mAb reducido (concentracion final de 2,5 mg/ml). Se
afadid un exceso molar de 9,5 de maleimidocaproil-Val-Cit-MMAE, denominado Val-Cit-MMAE, al anticuerpo
reducido a 4 °C durante 1 h y se inactivd la reaccion de conjugacion mediante la adicion de un exceso de 20 veces
de cisteina. Se concentrd la mezcla de reaccion por ultrafiliracion centrifuga y se intercambi6 el tampén a través de
Sephadex G25 equilibrada en PBS a 4 °C. A continuacion, se filir6 el conjugado a través de un filiro de 0,2 um en
condiciones estériles.

La generacién de ADC de cAC10 con dos y cuatro moléculas de MMAE por anticuerpo implicé una reduccion parcial
seguida de la reaccién con Val-Cit-MMAE. El anticuerpo cAC10 (10 mg/ml) se redujo parcialmente mediante la
adicion de DTT a una relacion molar final de DTT:mAb de 3,0 seguido de la incubacién a 37 °C durante ~ 2 h. A
continuacion, se enfrié la reaccion de reduccién hasta ~ 10 °C y se purificé el cAC10 reducido alejado del exceso de
DTT mediante diafiltracién. Tras la diafiltracion, se determind la concentracion de tiol en el cAC10 parcialmente
reducido mediante el ensayo de DTNB (de Ellman). De esta manera, se redujo un promedio de aproximadamente 2
enlaces disulfuro, exponiendo asi aproximadamente 4 Cys:mAb reducidos. Para conjugar toda la Cys reducida, se
anadié Val-Cit-cMMAE a una proporcién molar final de Val-Cit-MMAE:Cys reducida de aproximadamente 1,15. La
reaccion de conjugacion se llevé a cabo en presencia del 15 % v/v de DMSO y se dej6 proceder a aproximadamente
10 °C durante aproximadamente 30 min. Después de la reaccion de conjugacioén, se afiadié un exceso de Cys libre
(2 mol de Cys por mol de Val-Cit-MMAE) para inactivar el Val-Cit-MMAE sin reaccionar para producir el aducto de
Cys-Val-Cit-MMAE. La reaccién de inactivacién de Cys se dej6 proceder a aproximadamente 10 °C durante
aproximadamente 30 min. Se purifico la mezcla de reaccién inactivada de Cys y se intercambié el tampén en PBS
por diafiltracion, obteniéndose cAC10-Val-Cit-MMAE parcialmente cargado.

Fraccionamiento por HIC preparativa. Todas las etapas cromatograficas se realizaron a temperatura ambiente. Se
empaquetd una columna de 1,6 x 25 cm (~ 50 ml) con la resina de HIC Toyopearl Fenil-650M (Tosoh Bioscience,
Montgomeryville, PA) y se equilibré con > 5 volimenes de columna de tampdn A (fosfato de sodio 50 mM, NaCl 2 M,
pH 7,0) a un caudal de 15 ml/min. Para preparar la muestra para la carga en la columna, se combinaron 39 ml de
cAC10-vcMMAE parcialmente cargado (12,9 mg/ml) con 39 ml de Tampdn A' (fosfato de sodio 50 mM, NaCl 4 M, pH
7,0). Se carg6 la muestra en la columna a 10 ml/min; todas las etapas posteriores se realizaron a un caudal de
10 ml/min. Después de cargar la muestra, se lavd la columna con tampén A hasta alcanzarse una linea basal Azso.
Se eluyé cAC10-E2 y se recogidé con un gradiente escalonado que consistia en tampén A al 65 %/tampon B al 35 %
(fosfato de sodio 50 mM al 80 % v/v, pH 7,0, acetonitrilo al 20 % v/v). Tras alcanzarse de nuevo la linea basal, se
eluyo cAC10-E4 y se recogi6 con un gradiente escalonado que consistia en tampon A al 30 %/tampén B al 70 %. Se
recogieron ambos picos de cAC10-E2 y cAC10-E4 al ~ 20 % de sus respectivas alturas de pico. Se intercambio el
tampodn en las fracciones de interés a PBS usando dispositivos de filtracién centrifuga Ultrafree-15 con un corte de
peso molecular de 30 kDa (Millipore, Billerica, MA).

Analisis de conjugados. El andlisis de los conjugados se realizé por HPLC de HIC usando una columna de Eter-5PW
(Tosoh Bioscience, Montgomeryville, PA). El método consistié en un gradiente lineal de Tampdén A al 100 % a
Tampon C al 100 % (fosfato de sodio 50 mM al 80 % v/v, pH 7,0, acetonitrilo al 10 % v/v, isopropanol al 10 % v/v) en
50 min. El caudal se fijé en 1 ml/min, la temperatura se fijo en 30 °C y la deteccion se siguié tanto a 248 como a 280
nm. La identidad de los picos de cAC10-E8 y cAC10 sin modificar se confirmé mediante la inyeccién de patrones de
cAC10-E8 y cAC10. Dado que el anticuerpo y el farmaco tienen distintos maximos de absorbancia (Amsax = 280 y
248 nm, respectivamente), fue posible identificar picos correspondientes a los conjugados de cAC10 con 2, 4 y 6
farmacos por anticuerpo mediante la superposicion de los espectros de los picos.

Caracterizacion in vitro de ADC de cAC10-Val-Cit-MMAE. Se realiz6 la unién de competicion en los ADC para
determinar si la conjugacion o la presencia de farmaco afectaban a la unién al antigeno. Para comparar la unién de
saturacion de mAb y ADC, se combinaron 5 x 10° células Karpas-299 con diluciones seriadas de cAC10, cAC10-E2,
cAC10-E4 o cAC10-E8 en presencia de 1 ug/ml de cAC10 marcado con Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene,
OR) en medio de tincion durante 30 min en hielo, y se lavaron dos veces con medio de tincion enfriado con hielo. Se
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examinaron las células marcadas por un lector de microplacas Fusion (Perkin-Elmer, Boston, MA). Se corrigié el
fondo de los datos de las muestras y se presentaron como el porcentaje de fluorescencia maxima calculada por la
fluorescencia de la muestra dividida entre la fluorescencia de las células tefiidas con 1 pug/ml de cAC10-Alexa Fluor®
488 solo.

Se determinaron las actividades inhibidoras del crecimiento de los conjugados de cAC10 midiendo la sintesis de
ADN. Se incubaron los conjugados con células Karpas-299 o L540cy CD30" o células WSU-NHL CD30". Después de
92 h de incubaciéon con cAC10 o ADC de cAC10, se marcaron las células con [3H]-timidina, 0,5 uCi/pocillo, durante 4
horas a 37 °C. Se recogieron las células sobre filtros usando un recolector, se mezclaron con fluido de centelleo y se
midi6 la radiactividad con un contador de centelleo Topcount (Packard Instruments, Meriden, CT). Se representd
graficamente el porcentaje sin tratar frente a la concentracién para cada molécula con el fin de determinar la Clsg
(definida como la concentracion de mAb que dio el 50 % de inhibicién de la sintesis de ADN).

Modelos de xenoinjertos de ALCL humana. Para establecer un modelo de enfermedad subcutanea de ALCL, se
implantaron 5 x 10° células Karpas-299 en el flanco derecho de ratones CB-17 SCID (Harlan, Indianapolis, IN). La
terapia con ADC se inici6 cuando el tamafio tumoral de cada grupo de 6-10 animales alcanzé una media de
aproximadamente 50-100 mm?®. El tratamiento consistié bien en una sola inyeccién o en multiples inyecciones i.v.
usando el programa de una inyeccién cada 4 dias para 4 inyecciones. El volumen del tumor se calculé usando la
férmula (longitud x anchuraz)/2. Un tumor que disminuye de tamafo, tal modo que era impalpable se defini6 como
una regresion completa (RC). Una regresiéon completa que duré > 10 tiempos de duplicacién tumoral se definié6 como
una curacién. La inhibicién del crecimiento del tumor (ICT) se calculé cuando los tumores del grupo de control
alcanzaron los 750-1.000 mm?® de tamafio de la siguiente manera:

Volumen tumoral medie del grupo tratado
et =1-! P L. %100
(Volumen tumoral medio del grupo de control)

Dosis maxima tolerada. Grupos de tres ratones BALB/c (Harlan, Indianapolis, IN) recibieron por inyecciéon 30-
60 mg/kg de cAC10-E8, 60-120 mg/kg de cAC10-E4 o0 200-250 mg/kg de cAC10-vcMMAE?2 a través de la vena de la
cola para determinar la dosis maxima tolerada (DMT) de una sola dosis. Los ratones fueron controlados diariamente
durante 14 dias, y se registraron el peso y las observaciones clinicas. Los ratones que desarrollaron signos
significativos de angustia fueron sacrificados de acuerdo con las directrices de ACUC. Se defini6é la dosis maxima
tolerada como la dosis mas alta que no caus6 una toxicidad grave manifiesta o una pérdida de peso superior al 20
por ciento en las dos semanas de la inyeccion en ninguno de los animales.

Farmacocinética. Las farmacocinéticas de cAC10, cAC10-E2, cAC10-E4 y cAC10-E8 se evaluaron en ratones SCID.
Los ratones SCID (n = 3) recibieron 10 mg/kg del material de ensayo (basandose en el componente de anticuerpo)
por inyeccién en la vena de la cola. Se recogieron muestras de sangre de cada ratén a través de la vena safena a 1
h,4h,1d,2d,4d,7d, 14d,21d,28d, 35d, 42 dy 49 dias de la inyecciéon. La sangre se recogié en tubos
recubiertos de heparina, tras lo que se centrifugaron (14.000xg, 3 min) para aislar el plasma. Las concentraciones
plasmaticas de cAC10 y ADC se midieron por ELISA.

En resumen, el ELISA consisti6 en las siguientes etapas: recubrimiento de las placas, bloqueo, unién de las
muestras, mAb secundario, TMB y la detencién con &cido. Después de cada etapa, se lavaron los pocillos con
tampon de lavado (PBS, Tween-20 al 0,05 %, pH = 7,4) tres veces. En la etapa del recubrimiento de las placas, se
recubri6 con mAb anti-cAC10 las placas de 96 pocillos a 2 ug/ml en tampén de carbonato (carbonato/bicarbonato
0,1 M, pH = 9,6) a 4 °C durante una noche. Tras el recubrimiento de las placas, se afiadié tampon de bloqueo (PBS,
BSA al 1 %, Tween-20 al 0,05 %) y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. A continuacién, se afiadieron
100 wl de muestra de plasma patron o diluido a pocillos por triplicado durante 1 h a temperatura ambiente. La
segunda etapa consistié en la incubacién de un conjugado de IgG-HRP antihumano de ratdén (Southern Biotech,
Birmingham, AL) durante 1 h. Posteriormente, se afiadieron 100 ul de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (Sigma, St. Louis,
MO) a cada pocillo y tras desarrollarse color, la reacciéon se detuvo con 100 pul de &cido sulfdrico 1 N. La densidad
optica se midié usando un lector de microplacas cinético VMax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a 450 nm y un
espacio en blanco a 630 nm. Los parametros farmacocinéticos no compartimentales se calcularon con WinNonlin
(Pharsight, Mountain View, CA).

Caracterizacion in vitro. Se realizaron experimentos de unién de competencia para evaluar si la conjugaciéon de
MMAE en cAC10 interferia con la capacidad de unién a CD30 de los ADC. Se incubaron células Karpas-299 CD30*
con 1 ug/ml de cAC10 marcado fluorescentemente combinado con diluciones seriadas de anticuerpo no marcado,
cAC10-E2, cAC10-E4 o cAC10-E8. Como se muestra en la Figura 10, cada una de las variantes de ADC compitid
eficazmente con cAC10 marcado fluorescentemente equivalente a cAC10 sin marcar. Por lo tanto, la conjugacién
con MMAE no redujo la unién al antigeno.
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Las actividades citotéxicas in vitro de los ADC se evaluaron mediante un ensayo de incorporacion de [°H]-TdR con
células Karpas-299 y L540cy CD30" y células WSU-NHL CD30". cAC10-E8 demostrd actividad significativa contra
las células Karpas-299 con una Clso de 1,0 ng/ml (Figura 11a). La disminucién de la cantidad de farmaco en la mitad
a cuatro moléculas de MMAE por mAb (cAC10-E4) aumenté Clso a 2,9 ng/ml. La reduccién de nuevo a la mitad de la
carga de farmaco aumenté mas la Clsp a 6,2 ng/ml con cAC10-E2. Al contrario de la linea HD L540cy, los ADC
resultaron tener una tendencia similar con valores de Clso de 1,4, 4,5 y 9,2 ng/ml para cAC10-E8, cAC10-E4 y
cAC10-E2, respectivamente (Figura 11b). La selectividad de los ADC se evalu6 con la linea celular WSU-NHL CD30
, que resultd ser insensible a todos los ADC de cAC10 con valores de Clsp de > 1.000 ng/ml (datos no mostrados).

Modelos de xenoinjerto de ALCL humana. El efecto de la carga de farmaco sobre la actividad antitumoral in vivo se
evalud con un modelo de xenoinjerto subcutaneo en Karpas-299. La terapia se administré cada cuatro dlas para un
total de 4 inyecciones, comenzando cuando los voliumenes tumorales hubieron alcanzado los 50-100 mm?. Usando
este programa, se encontrd previamente que cAC10-E8 a 1 mg/kg produjo 100 % de CR, a la misma dosis, cAC10-
E4 obtuvo el 100 % de CR (datos no mostrados). Con el objetivo de comparar la actividad de los ADC, se usaron
dosis mas bajas para cAC10-E4 y cAC10-E8. Las cohortes de ratones portadores de xenoinjertos subcutaneos de
Karpas-299 se trataron con multiples dosis de cAC10-E2 (0,5 mg/kg/dosis o 1 mg/kg/dosis), cAC10-E4 (0,25 o
0,5 mg/kg/dosis) o cAC10-E8 (0,25 o 0,5 mg/kg/dosis). La Tabla 5 muestra un resumen de los resultados de eficacia.

Tabla 5
Programa ADC Dosis (mg/kg) Regresiones completas Curaciones ICT
Cada 4 dias x 0,5 0/10 0/10 68 %
4 cAC10-E2 1,0 10/10 10/10 97 %
0,25 1/10 1/10 56 %
CAC10-E4 0,50 5/10 3/10 91 %
0,25 0/10 0/10 47 %
CAC10-E8 0,50 6/10 6/10 90 %
cAC10-E2 1,0 4/6 4/6 96 %
x 1 cAC10-E4 1,0 6/6 5/6% 100 %
cAC10-E8 1,0 5/6 5/6 100 %
x1 cAC10-E4 1,0 9/10 7/10 99,2 %

Tabla 5: Actividad antitumoral de cAC10-E2, cAC10-E4, mezcla de cAC10-E4 y cAC10-E8 en un modelo de
xenoinjerto subcuténeo de Karpas -299. Se trataron los animales con ADC una vez que volimenes de los tumores
hubieron alcanzado 50-100 mm®. Las dosis se administraron una vez (x 1) o cuatro veces cada cuatro dias. Se
presentan el nimero de regresiones completas, las curaciones y la inhibicién del crecimiento del tumor (ICT). ®un
ratén con una curacién fue encontrado muerto el dia 72 y no hay indicios de masa tumoral.

Aunque cAC10-E8 tenia el doble de la cantidad de MMAE que cAC10-E4 a la misma dosis de mAb, fueron
igualmente eficaces a ambos niveles de dosis (Figura 12A). A 0,5 mg/kg/dosis, de los diez animales tratados con
cAC10-E4, cinco lograron regresiones completas (RC) y cAC10-E8 indujo seis de diez RC. Los tumores no tratados
alcanzaron un volumen tumoral medio de 986 mm?® 19 dias después del implante. La inhibicién del crecimiento
tumoral de cAC10-E4 fue del 91 % en comparacion con el 90 % para cAC10-E8. A 0,25 mg/kg/dosis los dos ADC
indujeron un retraso similar en el crecimiento del tumor en comparacién con los animales de control sin tratar, pero
no regresiones completas. cAC10-E2 a 1,0 mg/kg/dosis, una dosis que contenia la misma cantidad de MMAE que
cAC10-E4 a 0,5 mg/kg/dosis y cAC10-E8 a 0,25 mg/kg, indujeron 10/10 curaciones. El efecto sobre el crecimiento
tumoral con cAC10-E2 a 0,5 mg/kg/dosis fue comparable al observado con cAC10-E4 y cAC10-E8 a 0,25
mg/kg/dosis, generando una ICT del 68 %. Una mezcla fisica del farmaco MMAE con cAC10, equivalente a cAC10-
E8 a la dosis de 0,5 mg/kg, produjo solo un ligero retraso en el crecimiento del tumor en comparacion con la falta de
tratamiento, destacando que la unién del farmaco al anticuerpo es fundamental para lograr actividad antitumoral.

A continuacién se compard6 el tratamiento con una sola dosis de cAC10-E2, cAC10-E4 y cAC10-E8 en este mismo
modelo a 1,0 mg/kg (Figura 12B). Cinco de los seis animales tratados con cAC10-E8 se lograron curar. De los seis
animales tratados con cAC10-E4, todos lograron regresiones completas con cinco curaciones a los 108 dias, el final
del estudio, un animal fue encontrado muerto el dia 72 sin ningln signo de masa tumoral. A pesar de que cAC10-E2
a 1,0 mg/kg contenia la mitad como mucho de MMAE que cAC10-E4, cuatro de los seis ratones alcanzaron la RC. El
grupo de control que consistia en 1 mg/kg de cAC10 mas 0,037 mg/kg de MMAE libre, equivalente a la cantidad de
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farmaco contenido en 1 mg/kg de cAC10-E8, tuvo poco efecto sobre el crecimiento tumoral en comparacion con los
ratones no tratados.

La conjugacién inicial del ADC cargado parcialmente resultd en una mezcla de especies que contenian 0-8
farmacos/mAb. Para evaluar la actividad de esta mezcla (Mezcla de cAC10-E4), se comparo6 la actividad antitumoral
alcanzada con una sola dosis de Mezcla de cAC10-E4 con cAC10-E4 purificado a 1,0 mg/kg. De manera similar al
anterior experimento de una sola dosis, nueve de diez ratones tratados con cAC10-E4 lograron la RC. La regresién
completa se generd en ocho de los diez ratones tratados con mezcla de cAC10-E4, con una relacion molar media de
4,0. A pesar de que contenia una poblacion de ADC con diferentes cargas de farmaco, la mezcla de cAC10-E4
parcialmente cargada demostr6 una actividad antitumoral equivalente al cAC10-E4 purificado.

Dosis maxima tolerada y ventana terapéutica. Se evaluo la tolerabilidad de una sola dosis de cAC10-E2, cAC10-E4 y
cAC10-E8 en ratones Balb/c con tres por grupo. La dosis maxima tolerada (DMT) se defini6 como la dosis mas alta
que no indujo la pérdida de peso superior al 20 % o signos graves de angustia o toxicidades manifiestas en ninguno
de los animales. Para cAC10-ES8, los ratones fueron dosificados en intervalos de 10 mg/kg de 30-60 mg/kg. A una
dosis de 50 mg/kg, los ratones tuvieron una pérdida maxima de peso del 14 % a los seis dias de la inyeccion, tras lo
que la pérdida de peso se recuperd. Una dosis de 60 mg/kg indujo una pérdida de peso del 23 % seis dias después
de la inyeccién en un animal. Con cAC10-E4 a 100 mg/kg, los ratones alcanzaron una pérdida de peso maxima del
aproximadamente 10 %. A 120 mg/kg de cAC10-E4, un animal presentd signos de angustia significativa 'y el 17 % de
pérdida de peso, y el animal fue sacrificado. Los ratones tratados con cAC10-E2 a dosis de hasta 250 mg/kg, la
dosis mas alta, experimentaron una pérdida maxima de peso del 10,5 % 6 dias después de la inyeccion, sin signos
de angustia. Basandose en las observaciones de los presentes inventores, DMT de cAC10-E2 fue de al menos de
250 mg/kg, cAC10-E4 fue de 100 mg/kg y cAC10-E8 fue de 50 mg/kg. El indice terapéutico se define como la
proporciéon de la DMT de una sola dosis con respecto a la dosis eficaz de multiples dosis, produciendo 100 para
cAC10-E8, 200 para cAC10-E4 y al menos 250 para cAC10-E2.

Farmacocinética. Se administraron cAC10, cAC10-E2, cAC10-E4 y cAC10-E8 a ratones SCID para determinar
como afecta la carga de farmaco a la farmacocinética. Tabla 6 ilustra los parametros farmacocinéticos establecidos
por el analisis no compartimental.

La Tabla 6 ilustra los parametros farmacocinéticos establecidos mediante andlisis no compartimental
Nombre  t1/2 (dias) AUC (ug-dia/ml) CL (ml/dia/kg) Vz (ml/kg)

cAC10 16,7 2.638 3,8 91
cAC10-E2 16,9 2.313 4,4 107
cAC10-E4 14,0 1.689 6,0 121
cAC10-E8 14,9 520 19,2 414

Tabla 6. Parametros farmacocinéticos de cAC10 y los ADC de cAC10 en ratones SCID a una dosis de 10 mg/kg. Se
calcularon la semivida (t1/2), el area bajo la curva (AUC), el aclaramiento (CL), el volumen de distribucion (Vz) y el
area bajo la curva desde la inyeccion hasta el dia 14 (AUC t(0-14d)) usando el analisis no compartimental.

Las curvas de tiempo-concentracion del cAC10, cAC10-E2, cAC10-E4 y cAC10-E8 siguieron descensos
biexponenciales. Las semividas terminales fueron 16,7, 16,9, 14,0 y 14,7 dias, respectivamente y, por tanto, no
fueron directamente proporcionales a la carga de farmaco. Sin embargo, la exposicion de los ADC segun lo
determinado por la AUC aumenté a medida que la carga de farmaco disminuyd, variando de 2.638 ug-dia/ml para
cAC10 no modificado a 520 pg-dia/ml para cAC10-E8. Por el contrario, los valores de aclaramiento aumentaron de
3,8 ml/dia’kg para cAC10 a 4,4, 6,0 y 19,2 ml/dia/kg para cAC10-E2, cAC10-E4 y cAC10-ES8, respectivamente. Del
mismo modo, el volumen de distribucion resulté ser directamente proporcional a la carga de farmaco.

Ejemplo 9 de estudio adicional de la eficacia in vivo

Se realizaron experimentos de eficacia in vivo usando la linea de células Karpas 299 positivas de CD30, y se
muestran en la Tabla 7. Se desarrollaron tumores subcutaneos de Karpas-299 en ratones CB-17 SCID,
administrandose los articulos de ensayo cuando los tumores hubieron alcanzado aproximadamente 100 mm?®
(longitud x anchura®). Se separaron los animales en grupos de 5-10 animales, y se inyecté a cada grupo por via
intravenosa ADC. Las dosis se prepararon en diluciones seriadas del doble (0,5, 1,0 y 2,0 mg/kg) y los tumores que
se redujeron hasta un tamafno no medible se definieron como remisiones completas. La dosis que produjo > 80 % de
remisiones completas en varios experimentos (3-8, con 5-15 animales por dosis excepto E6P, que era un solo grupo
de 4 animales) fue asignada como la dosis eficaz. Para todos los ADC ensayados, la dosis eficaz fue de 1 mg/kg, a
pesar del hecho de que la cantidad de componente de farmaco inyectado cambié con la carga de farmaco. En la
precision del experimento (diluciones seriadas del doble), la distribucion isomérica de los farmacos no influyé en la
eficacia.

Para evaluar la tolerancia de los ADC, se administraron ADC a ratones BALB/c (cepa original de los CB17 SCID). Se
midieron los pesos de los animales y se registraron observaciones clinicas durante un periodo de 14 dias. La DMT
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fue asignada como la dosis individual mas alta administrada a un ratén BALB/c que no generé una pérdida de peso
> 20 % ni mostr6 signos de angustia. Para E8, las dosis fueron de 40, 50 y 60 mg/kg, para E4, las dosis fueron de
80, 100 y 120 mg/kg, y para E2, las dosis fueron de 200 y 250 mg/kg. Como se ha observado previamente (véase el
Ejemplo 8), el nivel de carga de farmaco absoluto si influyé en la DMT, teniendo los niveles de carga de farmaco
superiores valores mas bajos de DMT. Para E4 puro preparado mediante la reoxidacién parcial con DTNB, la DMT
fue ligeramente superior a la del E4 puro preparado mediante la reduccion parcial con DTT (120 frente a 100 mg/kg).

Tabla 7. Eficacia in vivo en ratones sobre células Karpas 299 CD30+ y DMT para cAC10-vcMMAE.

ADC Dosis eficaz (mg/kg)® DMT (mg/kg)®
E2P con DTT 1 >250
E4P con DTT 1 100
E4P con DTNB 1 120
E6P con DTT 1 80
E8 1 50
act?;odrgfis in vivo se basaron en mg de componente de anticuerpo por kg de peso

La informacioén anterior es descriptiva, ilustrativa y de ejemplo, y no se debe considerar una limitacién del alcance
definido por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de conjugacién de un farmaco a un anticuerpo que da lugar a selectividad en la colocacion del
farmaco, que comprende:

reducir totalmente el anticuerpo con un agente reductor;

tratar el anticuerpo totalmente reducido con cantidades limitantes de un agente reoxidante para volver a formar al
menos un enlace disulfuro intercatenario del anticuerpo, de modo que queden al menos dos tioles
intercatenarios; y

conjugar el farmaco a los tioles intercatenarios.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el agente reoxidante es acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico, 4,4'-
ditiodipiridina, 2,2'-ditiodipiridina, tetrationato de sodio o acido yodosobenzoico.

3. El método de la reivindicacién 2, en el que el farmaco es un agente citostatico o citotéxico, o un agente
inmunosupresor.

4. El método de la reivindicacién 3, en el que el agente citostatico o citotéxico es un enlazador del surco menor, un

éster producido por la reaccion de auristatina E con acido paraacetilbenzoico (AEB), un éster producido mediante la
reaccion de auristatina E con &cido benzoilvalérico (AEVB),

I"/ N

Nl'.ﬁ),
HN
B

5

(MMAF),

(MMAE) o

(AFP).

5. El método de la reivindicacion 1, en el que el agente reductor es DTT o TCEP.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas purificar el anticuerpo parcialmente reoxidado.

7. Un método de produccién de un anticuerpo con conjugacién selectiva de farmaco, que comprende:
reducir totalmente el anticuerpo durante un periodo de tiempo suficiente para producir tioles intercatenarios,
segun lo determinado por titulacion con DTNB, mediante la adicién de un gran exceso de un agente reductor y la
incubacién de la solucién a aproximadamente 37 °C durante aproximadamente 30 minutos;

purificar el anticuerpo;
volver a oxidar parcialmente el anticuerpo usando un agente oxidante para formar al menos un enlace disulfuro
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intercatenario mediante el enfriamiento del anticuerpo reducido hasta 0 °C;

tratar el anticuerpo reducido y enfriado con de 1,5 a 2,5 equivalentes molares del agente oxidante;

mezclar la solucién por inversion;

dejar que la solucion se incube a aproximadamente 0 °C durante aproximadamente 10 minutos;

purificar el anticuerpo parcialmente reoxidado;

conjugar el farmaco a los tioles intercatenarios del anticuerpo parcialmente reoxidado para formar un anticuerpo
conjugado; y

purificar el anticuerpo conjugado.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que el farmaco es MMAE y esta conjugado al anticuerpo parcialmente
reoxidado a través de un enlazador de maleimidocaproil-valina-citrulina.

9. Un método de preparacion de una mezcla de conjugados de anticuerpo y farmaco, que comprende:

reducir totalmente anticuerpos con un agente reductor para formar anticuerpos totalmente reducidos;

volver a oxidar parcialmente los anticuerpos totalmente reducidos con un agente reoxidante para volver a formar
al menos un enlace disulfuro intercatenario de los anticuerpos, formando asi anticuerpos parcialmente
reoxidados; y

conjugar un farmaco a un tiol intercatenario de los anticuerpos parcialmente reoxidados para formar conjugados
de anticuerpo y farmaco.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que el farmaco es un agente citotoxico o citostatico.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que el agente citotdxico o citostatico es un enlazador del surco menor,
AEB, AEVB, MMAF, MMAE o AFP.

12. El método de la reivindicacion 9, en el que al menos dos farmacos estan conjugados al anticuerpo conjugado y
cada farmaco esta conjugado a un tiol intercatenario.

13. El método de la reivindicacién 9, en el que el nimero medio de farmacos por anticuerpo de la mezcla de
conjugados de anticuerpo y farmaco es de dos.

14. El método de la reivindicaciéon 9, en el que el nimero medio de farmacos por anticuerpo de la mezcla de
conjugados de anticuerpo y farmaco es de cuatro.

15. El método de la reivindicacion 9, en el que el farmaco es MMAE y esta conjugado al anticuerpo parcialmente
reoxidado a través de un enlazador de maleimidocaproil-valina-citrulina
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Volumen medio del tumor (mm3]

Figura 12A
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Figura 13
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