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DESCRIPCION

Analisis de conjugados de farmacos y anticuerpos mediante espectrometria de masas con captura por afinidad
basada en esferas

Referencia a solicitudes relacionadas

Esta solicitud no provisional presentada conforme a 37 CFR § 1.53(b), reivindica el beneficio conforme a 35 USC
§119(e) sobre la solicitud provisional de EE-UU- n® de serie 61/052.727 presentada el 13 de mayo de 2008, que se
incorpora por referencia en su totalidad.

Campo de la invencion

La invencién se refiere en general a métodos para capturar, detectar, analizar, seleccionar, caracterizar y cuantificar
compuestos conjugados de anticuerpos, incluyendo conjugados de anticuerpo-farmaco, y sus fragmentos y
metabolitos, mediante espectrometria de masas. La invencion también se refiere a métodos para preparar muestras
para espectrometria de masas para estudios farmacocinéticos y toxicocinéticos.

Antecedentes de la invencion

Los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) son terapéuticas anticancerosas dirigidas disefiadas para reducir las
toxicidades inespecificas e incrementar la eficacia respecto a la molécula pequena convencional y a la quimioterapia
con anticuerpos para el cancer. Emplean la potente capacidad para dirigir anticuerpos monoclonales para liberar
especificamente terapéuticas de molécula pequefa conjugadas y altamente potentes frente a una célula cancerosa.
Para evaluar las propiedades tales como la farmacocinética y la toxicidad de estos conjugados anticuerpo-farmaco,
es Util ser capaz de caracterizar y cuantificarlos a partir de plasma, orina y otras muestras biolégicas. Ademas, la
capacidad para cuantificar el farmaco libre (no conjugado con el anticuerpo) en el método de la misma muestra y la
misma inyeccién cromatografica también seria util.

Se han usado diversas técnicas de espectrometria de masas para la identificacion y cuantificacion de terapéuticas
de moléculas pequefias en los estudios farmacocinéticos, tales como: impacto de electrones (IE), ionizacién
quimica (lQ), ionizacién quimica por desorcion (IQD), bombardeo rdpido con atomos (BRA), ionizacion por
electropulverizacion (ESI), ionizacién/desorcion por laser asistida por matriz (MALDI) y espectrometria de masas en
tandem (EM / EM) (Yao et al (2001) Jour, de Chrom B 752:9 - 16; Royer et al (1995) Rapid Comm. in Mass Spec.
9:495 - 502), incluyendo el modo de monitorizaciéon on ion Unico (SIM) de seleccién de iones para desconvolucion
(Souppart et al (2002) Jour. of Chrom. B 774:195 - 203; Wong et al (2001) Jour. of Chrom. 765:55 - 62; Yao et al
(1998) Jour. of Chrom. B 718:77 - 85; Abdel-Hamid et al (2001) Jour. of Chrom. B 753:401 - 408; Marques et al
(2001) Jour. of Chrom. 762:87 - 95). Estos métodos e instrumentacién requieren la separacion de los diversos
analitos a partir de fluidos biol6gicos para la sensibilidad suficiente. Tal purificacion puede ser muy laboriosa, lenta, y
requerir grandes volumenes de fluidos de muestra debido a la baja concentracién de los analitos de interés en
muestras, tales como medio de cultivo celular, plasma humano, orinay bilis.

La combinacion directa de una etapa frontal de separacién / aislamiento / purificacion acoplada a deteccion /
caracterizacion / cuantificacion mediante espectrometria de masas es eficaz para los estudios metabdlicos de
muestras bioldgicas complejas. Normalmente, la CL / EM se utiliza para la caracterizacién de los anticuerpos (Martin
et al (1997) Cancer Chemother. Pharmacol. 40:189 - 201; documentos WO 03/046571; WO 03/046572), y se utiliza
ELISA para la cuantificacion en matrices biolégicas (Murray et al (2001) J. Imm. Methods 255:41 - 56; Kirchner et al
(2004) Clin. Pharmacokinetics 43(2):83 - 95). Normalmente los ensayos de ELISA son sensibles y susceptibles a
tamizados de alto rendimiento.

Los recientes avances en el analisis de proteinas mediante espectrometria de masas (EM) se deben a las técnicas
frontales de introduccién e ionizacién en fase de gas tal como ionizacién por electropulverizacién (ESI), ionizacion
por desorcién laser asistida por matriz (MALDI, documento US 2003/0027216) e ionizacion de desorcion laser con
potenciacion de superficie (SELDI, documento US 6020208), asi como mejoras en la sensibilidad del instrumento,
resolucion, exactitud de la masa, bioinformatica y algoritmos de desconvolucién de datos en software ("Electrospray
lonization Mass Spectrometry: Fundamentals, Instrumentation, and Applications”, Cole, R.B., Ed. (1997) Wiley, New
York; "Modern Protein Chemistry: Practical Aspects”, Howard, G.C. y Brown, W.E., Eds. (2002) CRC Press, Boca
Raton, FL, p. 71 - 102;). La estructura primaria (secuencia), secundaria y terciaria de las proteinas se puede sondar
y deducir con EM. La ionizacion por electropulverizacion (ESI) proporciona la ionizacién a presion atmosférica (IPA)
de una muestra de liquido. El proceso de electropulverizacion crea gotitas altamente cargadas que, en virtud de la
evaporacioén, crean iones representativos de las especies contenidas en la solucién. Un orificio de muestreo de iones
de un espectrometro de masas puede utilizarse para obtener muestras de estos iones en fase gaseosa para el
andlisis de masas. La respuesta para un analito medida mediante el detector de espectrometro de masas depende
de la concentracion del analito en el fluido y es independiente del caudal del fluido.
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Se han divulgado métodos para detectar y seleccionar conjugados anticuerpo-farmaco mediante captura en
membrana de inmunoafinidad captura (MIA) y espectrometria de masas (documento US 2005/0232929).

Sumario

La invencion incluye métodos para detectar, seleccionar y cuantificar compuestos conjugados de anticuerpos y
composiciones de los mismos, mediante captura de inmunoafinidad con esferas, separacion, cromatografia y
espectrometria de masas como se define en las reivindicaciones.

La captura de inmunoafinidad con esferas se realiza con esferas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina que
se centra en: (i) la fuerte interaccion estreptavidina-biotina, (ii) alta capacidad de union para capturar material
suficiente para el analisis de proteinas intactas, (iii) baja unién no especifica, (iv) elucidén de los constituyentes de la
muestra con disolventes compatibles con espectrometria de masas, (v) buena recuperacién de la muestra y (vi)
posibilidad de automatizacion.

La invencion se refiere a compuestos conjugados de anticuerpos que tienen la Férmula I
Ab-(L-D)p I
en la que

Ab es un anticuerpo;

D es un resto de farmaco maitansinoide o0 monometilauristatina;

L es un enlazador unido covalentemente al Ab y unido covalentemente a D; y
pes1,2,3,4,5,6,708.

Un aspecto de la invencion incluye un método para detectar compuestos conjugados de anticuerpo-farmaco que
comprenden:

(i) procesar una muestra bioldgica recogida de una fuente biolégica seleccionada de un mamifero, tejido, cultivo
celular, plasma o suero previamente puestos en contacto con un compuesto de anticuerpo-farmaco que tiene la
Formula I:

Ab-(L-D)p |
en la que

Ab es un anticuerpo;

Des un resto de farmaco maitansinoide o monometilauristatina;

L es un enlazador unido covalentemente al Ab y unido covalentemente a D; y

pest,2 3, 4,5, 6,7, u 8, para formar una muestra de analisis mediante la formulacién, inmovilizacién,
centrifugacion, aislamiento, digestion, induccién o prevencién de la coagulacion de las células sanguineas,
hidrdélisis o purificacién para formar una muestra de andlisis procesada;

(i) capturar la muestra de analisis procesada sobre esferas de inmunoafinidad que comprenden un antigeno
especifico para la muestra de analisis procesada, en la que la esfera de inmunoafinidad es una esfera magnética
recubierta con estreptavidina;

(iii) eluir la muestra de analisis procesada;

(iv) aplicar la muestra de analisis eluida a un medio de separacion para efectuar la separacién de mas de una
muestra constituyente por cromatografia liquida de flujo capilar en la que un constituyente de la muestra
separada comprende un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco que tiene la Formula |, enlaque pes 0, 1,
2,3,4,5,6,7,08;y

(v) establecer la relacién entre la masa y la carga de uno o mas constituyentes de la muestra separados que es
un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco que tiene la Férmula I, enlaque pes 0, 1,2, 3,4,5,6,7 u 8,
mediante espectrometria de masas con ionizacién por electropulverizacion (ESI).

La invencion puede entenderse por referencia a la siguiente descripcion detallada de las realizaciones de ejemplo,
tomadas junto con los dibujos, figuras y ejemplos adjuntos. La discusiéon a continuacion es descriptiva, ilustrativa y
de ejemplo, y no debe tomarse como una limitacion del alcance definido por las reivindicaciones adjuntas

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1a muestra una ilustracién de anticuerpos (MAB) y conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) que se
unen al DEC (dominio extracelular) de una proteina ECD biotinilada que esta unida a una esfera paramagnética
recubierta con estreptavidina en contacto con un iman.

La Figura 1b muestra una ilustracion de anticuerpos (MAB) y conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) que se
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unen al DEC (dominio extracelular) de una proteina ECD que esta unida covalentemente a una esfera.

La Figura 2 muestra una ilustracion de conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) que se unen a un anticuerpo
monoclonal anti-farmaco biotinilado (MAb anti-farmaco-biotina) que esta unido a una esfera paramagnética
recubierta con estreptavidina en contacto con un iman.

La Figura 3 muestra las ilustraciones de conjugados de anticuerpo-farmaco modificados con cisteina, desde la
parte superior a la parte inferior: dos restos farmacolégicos MMAE situados en la cadena ligera - Tio Hu Anti
HER2 4D5 LC V205C-MC-vc-PAB-MMAE; dos restos farmacol6gicos MMAE situados en la cadena pesada - Tio
Hu Anti HER2 4D5 HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE; dos restos farmacol6gicos MMAE ubicados en la region Fc de
la cadena pesada - Tio Hu Anti HER2 4D5 Fc S400C-MC-vc-PAB-MMAE; y un anticuerpo modificado con
cisteina listo para la conjugacioén: Tio Hu Anti HER2 4D5 Fc S400C.

La figura 4 muestra los cambios en la proporcion farmaco/anticuerpo (DAR) para: (arriba) cadena ligera (Tio Hu
Anti HER2 4D5 LC V205C-MC-vc-PAB-MMAE) y (abajo) cadena pesada (Tio Hu Anti HER2 4D5 HC A118C-MC-
vc-PAB-MMAE) variantes del DEC en el plasma después de la captura por afinidad del CED modificado con
esferas y caracterizacion por espectrometria de masas a partir de muestras de estabilidad en plasma in vitro
recogidas a los puntos de tiempo 0, 8, 24, 48, y 96 horas. A los constituyentes de la muestra se les asigné una
DAR de 0 (anticuerpo desnudo), 1 (un unidad enlazadora del farmaco MC-vc-PAB-MMAE) y 2 (dos unidades
enlazadoras del farmaco MC-vc-PAB-MMAE).

La Figura 5 muestra los datos de espectrometria de masas con desconvolucion de estabilidad de muestras de
Tio Hu Anti HER2 4D5 HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE (100 pg/ml en plasma de rata incubado a 37 °C) recogidas
en los puntos de tiempo 0, 8, 24, 48, y 96 horas, como se representa graficamente en la Figura 4 (parte inferior).
A los constituyentes de la muestra se les asigné una DAR de +0 (anticuerpo desnudo), +1D (un unidad
enlazadora del farmaco MC-vc-PAB-MMAE) y +2D (dos unidades enlazadoras del farmaco MC-vc-PAB-MMAE).
Los pequenos picos a aproximadamente 151.000 uma son constituyentes de la muestra que han sufrido una
desglicosilacion incompleta.

La Figura 6 muestra los datos de espectrometria de masas con desconvolucion de estabilidad de muestras de
Tio Hu Anti MUC16 (3A5) HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE (100 pg/ml en plasma de rata incubado a 37 °C)
recogidas en los puntos de tiempo 0, 6, 24, 48, y 96 horas. A los constituyentes de la muestra se les asigné una
DAR de +0 (anticuerpo desnudo), +1D (un unidad enlazadora del farmaco MC-vc-PAB-MMAE) y +2D (dos
unidades enlazadoras del farmaco MC-vc-PAB-MMAE).

La Figura 7 muestra los cambios de distribucién del farmaco / anticuerpo (DAR) con el tiempo en el estudio de
estabilidad en plasma de rata de Hu Anti MUC16 (3A5) HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE.

La Figura 8 muestra datos de espectrometria de masas con desconvolucion de estabilidad Tio Hu Anti MUC16
(3A5) HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE (100 pg/ml incubados a 37 °C) en muestras de rata, mono cynomolgus, y
plasma humano, y tampén (histidina/acetato 20 mM, trehalosa 240 mM, 0,02 % de polisorbato 20, pH 5,5 con 0,5
% de BSA) recogidas en el punto de tiempo de 96 horas y capturada mediante el rhuMUC16 DEC.

La Figura 9 muestra datos de espectrometria de masas con desconvoluciéon de la cinética in vivo en monos
cynomolgus a los que se ha administrado 38 mg / kg de Tio Hu Anti MUC16 (3A5) HC A118C-MC-vc-PAB-
MMAE. La carga promedio del farmaco fue de 1,6 de MMAE/3A5. Aproximadamente el 30 % del DEC
administrado fue DAR 1.Las muestras de plasma se recogieron a los puntos de tiempo de 5 minutos, 6 horas, 24
horas, 72 horas, 6 dias, 8 dias, 15 dias y 22 dias y se capturaron mediante el método de esferas modificadas con
DEC por inmunoafinidad. A los constituyentes de la muestra se les asigné una DAR de +0 (anticuerpo desnudo),
+1D (un unidad enlazadora del farmaco MC-vc-PAB-MMAE) y +2D (dos unidades enlazadoras del farmaco MC-
vc-PAB-MMAE). Los pequefios picos a aproximadamente 149.000 y 150.000 uma son constituyentes de la
muestra que han sufrido una desglicosilaciéon incompleta.

La figura 10a muestra un formato de ensayo ELISA total mediante el cual el DEC de un receptor se inmoviliza
sobre un soporte solido para la unién a anticuerpo o al conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC). El ADC se une a
un F(ab')2 de cabra anti-Fc humano-HRP (peroxidasa de rabano) para la deteccién quimioluminiscente.

La Figura 10b muestra un formato de ensayo ELISA conjugado mediante el cual un MAb anti-farmaco se
inmoviliza sobre un soporte sélido para la unién a un conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC). El ADC se une a
un DEC biotinilado de un receptor en solucion. Después, el complejo puede unirse a la peroxidasa de rabano-
estreptavidina (HRP) para la deteccién quimioluminiscente.

La Figura 11 muestra una comparacién de la deteccién de constituyentes de la muestra por el método ELISA y
por el método de espectrometria de masas (EM)/captura de ECD por inmunoafinidad con esferas modificadas
mediante un grafico del porcentaje de anticuerpo restante conjugado con el resto de farmaco en muestras de
plasma de rata con puntos de tiempo de hasta 96 horas.

Descripcion detallada de las realizaciones de ejemplo

A continuacion se hara referencia en detalle a ciertas realizaciones de la invencién, cuyos ejemplos se ilustran en las
estructuras y las férmulas adjuntas. Aunque la invencion se describird junto con las realizaciones enumeradas, se
entenderd que no se pretende que limiten la invencion a esas realizaciones. Un experto en la técnica reconocera
muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, que podrian usarse
en la préactica de la presente invencién. La presente invencion no esta de ninguna manera limitada a los métodos y
materiales descritos.
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A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que un experto en la técnica a la que esta invencion pertenece entiende habitualmente y son
consistentes con: Singleton et al, (1994) "Dictionary of Microbiology and Molecular Biology", 22 Ed., J. Wiley & Sons,
New York, NY; and Janeway, et al (2001) "Immunobiology”, 52 Ed., Garland Publishing, New York. Cuando en el
presente documento se usan nombres comerciales, los solicitantes pretenden incluir de forma independiente la
formulacion comercial del producto, el nombre genérico y el(los) ingrediente(s) farmacéutico(s) activo(s) del producto
comercial.

Definiciones

A menos que se indique lo contrario, con los siguientes términos y frases como se usan en la presente memoria
descriptiva se pretende que tengan los significados siguientes:

"Anticuerpo” se utiliza en el sentido mas amplio y cubre especificamente anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpos. Los
anticuerpos pueden ser murinos, humanos, humanizados, quiméricos o derivados de otras especies. Un anticuerpo
es una proteina generada por el sistema inmunitario que es capaz de reconocer y unirse a un antigeno especifico.
(Janeway, et al (2001) "Immunobiologry”, 5th Ed., Garland Publishing, New York). En general, un antigeno diana
tiene numerosos sitios de union, también denominados epitopos, reconocidos por CDR en mdltiples anticuerpos.
Cada anticuerpo que se une especificamente a un epitopo diferente tiene una estructura diferente. Por tanto, un
antigeno puede tener mas de un anticuerpo correspondiente. Un anticuerpo también se refiere a una molécula de
inmunoglobulina de longitud completa o una porcion inmunolégicamente activa de una molécula de inmunoglobulina
de longitud completa, es decir una molécula que contiene un sitio de unién a antigeno que se une
inmunoespecificamente a un antigeno de una diana de interés o parte de la misma, incluyendo dichas dianas, entre
otras, células cancerosas o células que producen anticuerpos autoinmunitarios asociados con una enfermedad
autoinmunitaria. La inmunoglobulina divulgada en el presente documento puede ser de cualquier tipo (IgG, IgE, IgM,
IgD e IgA), clase (p. €j., IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA1 y IgA2) o subclase de molécula de inmunoglobulina. Las
inmunoglobulinas pueden proceder de cualquier especie. No obstante, en un aspecto, la inmunoglobulina es de
origen humano, murino, o de conejo.

Los “fragmentos de anticuerpos” comprenden una porcion de un anticuerpo de longitud completa, generalmente el
fragmento de unién a antigeno o una regién variable del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen
fragmentos Fab, Fab', F(ab')z y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; fragmentos producidos por una biblioteca de
expresion de Fab, anticuerpos antiidiotipicos (anti-ld), CDR (region determinante de la complementariedad), DEC
(dominio extracelular) y fragmentos de unidon a epitopo de cualquiera de los anteriores que se unen
inmunoespecificamente a antigenos de células cancerosas, antigenos virales o antigenos microbianos, moléculas
de anticuerpo de una cadena y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

En el presente documento, un “anticuerpo intacto” es uno que comprende los dominios VL y VH de la region variable
de unidén a antigeno, asi como los dominios constantes completos de las cadenas pesada y ligera (CL) y los
dominios constantes de la cadena pesada, CH1, CH2 y CH3. Los dominios constantes pueden ser dominios
constantes de la secuencia nativa (p. ej., dominios constantes de la secuencia nativa humana) o una variante de la
secuencia de aminoacidos de los mismos. El anticuerpo intacto puede tener una o mas “funciones efectoras”, que
hacen referencia a las actividades bioldgicas atribuibles a la region Fc (una regién Fc de la secuencia nativa o una
region Fc de la variante de la secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo. Ejemplos de las funciones efectoras del
anticuerpo incluyen union a C1q; citotoxicidad dependiente del complemento; unién al receptor de Fc; citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos (CCDA); fagocitosis; y regulacién por disminucion de los receptores
de superficie (por ejemplo, el receptor de células B y BCR) etc.

“Anticuerpo monoclonal”, como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir los anticuerpos individuales que comprenden
la poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales, que pueden estar presentes en cantidades
minoritarias. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos contra un Unico sitio
antigénico. Ademas, en contraste con las preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen anticuerpos
diferentes dirigidos contra determinantes diferentes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un
Unico determinante sobre el antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales sn ventajosos en
cuanto a que pueden sintetizarse no contaminados con otros anticuerpos. El modificador "monoclonal” indica la
naturaleza del anticuerpo como obtenido de una poblaciéon sustancialmente homogénea y no debe interpretarse
como que requiere la produccién del anticuerpo mediante cualquier procedimiento concreto. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales que se van a usar de acuerdo con la presente invencion pueden prepararse mediante el
método del hibridoma descrito por primera vez por Kohler, et al., (1975) Nature 256:495, o pueden prepararse
mediante procedimientos de ADN recombinante (véase el documento US 4816567). Los anticuerpos monoclonales
pueden también aislarse de bibliotecas de anticuerpos de fagos usando las técnicas descritas en, por ejemplo,
Clackson et al (1991) Nature, 352:624 - 628; Marks et al (1991) J. Mol. Biol., 222:581 - 597.
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Los anticuerpos monoclonales del presente documento incluyen especificamente anticuerpos “quiméricos” En los
que una porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homoéloga a las correspondientes secuencias en los
anticuerpos derivados de una especie concreta o pertenecientes a una clase o subclase de anticuerpo concreto,
mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico u homélogo a las secuencias correspondientes en los
anticuerpos derivados de otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos concretos, asi como
fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad biolégica deseada (documento US 4816567; y
Morrison, et al. (1994), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:68516855). Los anticuerpos quiméricos de interés en el
presente documento incluyen anticuerpos “primatizados” que comprenden secuencias de union a antigeno del
dominio variable derivadas de un primate no humano (p. ej., mono del viejo mundo o simio) y secuencias de la
region constante humana.

“Muestra biolégica" significa (i) sangre, bilis, orina o heces; (li) extracto de tejido; y (iii) medios de cultivo celular,
lisado celular o extracto celular.

“Fuente bioldgica" significa (i) mamiferos tales como un ratdn, una rata, un conejo, un perro, un mono, o un ser
humano; (i) tejido de mamifero; y (iii) células cultivadas.

“Marcador" significa cualquier resto que se puede unir covalentemente a un anticuerpo y que funciona para: (i)
proporcionar una sefial detectable; (ii) interaccionar con un segundo marcador para modificar la sefial detectable
proporcionada por el primero o segundo marcador, por ejemplo, FRET (transferencia de energia por fluorescencia
de resonancia); (lii) estabilizar las interacciones o aumentar la afinidad de la union, con el antigeno o ligando; (iv)
afectar a la movilidad, por ejemplo, movilidad electroforética, o permeabilidad celular, por carga, hidrofobicidad,
forma, u otros parametros fisicos, o (v) proporcionar un resto de captura, para modular la afinidad del ligando, la
unién anticuerpo / antigeno, o la formacién de complejos i6nicos.

ANTICUERPOS

La unidad del anticuerpo (Ab-) de Férmula | incluye dentro de su alcance cualquier unidad de un anticuerpo (Ab) que
se une o asocia reactivamente o forma complejos con un receptor, antigeno u otro resto receptor asociado con una
poblacién de células diana dada. Un anticuerpo puede ser cualquier proteina o molécula similar a proteina que se
une, forma complejos con o reacciona con un resto de una poblacién celular que se busca para modificar terapéutica
0, por el contrario, biolégicamente. En un aspecto, la unidad de anticuerpo actia para liberar la unidad de farmaco a
la poblacion de células diana particular con la que la unidad de anticuerpo reacciona. Tales anticuerpos incluyen,
pero no se limitan a, proteinas de peso molecular grande, tales como, los anticuerpos de longitud completa y
fragmentos de anticuerpo.

Los anticuerpos que comprenden Ab en los conjugados de anticuerpo-farmaco de formula | (ADC) y que pueden ser
utiles en el tratamiento de cancer incluyen, pero no se limitan a, los anticuerpos contra antigenos asociados a
tumores (AAT). En la técnica se conocen dichos antigenos asociados con tumores (AAT) y se pueden preparar para
usar en la generacién de anticuerpos usando procedimientos e informacion muy conocidos en la técnica. En intentos
de descubrir dianas celulares eficaces para el diagndstico y terapia del cancer, los investigadores han buscado
identificar polipéptidos transmembrana o, de otro modo, asociados con tumores que se expresan especificamente
sobre la superficie de uno o mas tipos concretos de células cancerosas en comparacion con una o mas células no
cancerosas normales. A menudo, dichos polipéptidos asociados con tumores se expresan de forma mas abundante
sobre la superficie de las células cancerosas en comparacion con sobre la superficie de las células no cancerosas.
La identificacién de dichos polipéptidos antigénicos de superficie celular asociados con tumores ha dado lugar a la
capacidad de dirigirse especificamente a células cancerosas para la destruccion mediante terapias basadas en
anticuerpos.

Ejemplos de AAT incluyen, entre otros, AAT (1)-(35) que se indican a continuacion. Por conveniencia, la informacion
relativa a estos antigenos, todos los cuales son conocidos en la técnica, se enumera a continuacion e incluye
nombres, nombres alternativos, niumeros de acceso en GenBank y de referencia primaria. Los antigenos asociados
a tumores a los que estan dirigidos los anticuerpos incluyen variantes de secuencias de aminodacidos e isoformas
que poseen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 70 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % respecto a
las secuencias identificadas en las referencias citadas o que exhiben sustancialmente las mismas propiedades
biolégicas o caracteristicas como un ATT que tiene una secuencia encontrada en las referencias citadas. Por
ejemplo, un AAT que tiene una secuencia variante generalmente puede unirse a especificamente un anticuerpo que
se une especificamente al ATT con la correspondiente secuencia indicada.

ANTIGENOS ASOCIADOS CON TUMORES (1)-(36):

(1) BMPR1B (receptor de proteina morfogenética 6sea de tipo 1B, n® de acceso en Genbank NM_001203) ten
Dijke, P., et al. Science 264 (5155):101104 (1994), Oncogene 14 (11):13771382 (1997)); documento
WO02004/063362 (Reivindicacién 2); documento WQO2003/042661 (Reivindicacion 12); documento
US2003/134790-A1 (Paginas 38-39); documento W0O2002/102235 (Reivindicacion 13; Pagina 296); documento
WQ02003/055443 (Pagina 91-92); documento W02002/99122 (Ejemplo 2; Pagina 528-530); documento
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W02003/029421 (Reivindicacién 6); documento W02003/024392 (Reivindicacion 2; Fig. 112); documento
W02002/98358 (Reivindicacién 1; Pagina 183); documento W02002/54940 (Pagina 100-101); documento
W02002/59377(Pagina 349-350); documento W02002/30268 (Reivindicacion 27; Pagina 376); documento
WQ02001/48204 (Ejemplo; Fig. 4). NP_001194 receptor de la proteina morfogenética 6sea, de tipo IB
/pid=NP_001194.1 —Referencias cruzadas: MIM:603248; NP_001194.1; NM_001203_1

(2) E16 (LAT1, SLC7A5, n° de acceso en Genbank NM_003486) Biochem. Biophys. Res. Commun. 255 (2),
283288 (1999), Nature 395 (6699):288291 (1998), Gaugitsch, H.W., et al. (1992) J. Biol. Chem. 267 (16):11267-
11273); documento WQO2004/048938 (Ejemplo 2); documento W02004/032842 (Ejemplo IV); documento
WQ02003/042661 (Reivindicacion 12); documento WQ02003/016475 (Reivindicacion 1); documento
WQ02002/78524 (Ejemplo 2); documento W02002/99074 (Reivindicacién 19; Pagina 127129); documento
W02002/86443 (Reivindicacion 27; Paginas 222, 393); documento W02003/003906 (Reivindicacion 10; Pagina
293); documento W02002/64798 (Reivindicacion 33; Pagina 9395); documento W02000/14228 (Reivindicacion
5; Paginas 133-136); documento US2003/224454 (Fig. 3); documento W02003/025138 (Reivindicacién 12;
Pagina 150); NP_003477 familia del transportador de solutos 7 (transportador de aminoacidos catiénicos,
sistema y+), miembro 5 /pid=NP_003477.3 - Homo sapiens; Referencias cruzadas: MIM:600182; NP_003477.3;
NM_015923; NM_003486_1

(3) STEAP1 (seis antigenos epiteliales transmembrana del la prostata, n® de acceso en Genbank NM_012449);
Cancer Res. 61 (15), 58575860 (2001), Hubert, R.S., et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96
(25):1452314528); documento W0O2004/065577 (Reivindicacion 6); documento W02004/027049 (Fig. 1L);
EP1394274 (Ejemplo 11); documento WQO2004/016225 (Reivindicacion 2); documento WO2003/042661
(Reivindicacion 12); documento US2003/157089 (Ejemplo 5); documento US2003/185830 (Ejemplo 5);
documento US2003/064397 (Fig. 2); documento W02002/89747 (Ejemplo 5; Pagina 618619); documento
W02003/022995 (Ejemplo 9; Fig. 13A, Ejemplo 53; Pagina 173, Ejemplo 2; Fig. 2A); NP_036581 seis antigenos
epiteliales transmembrana de la prostata; Referencias cruzadas: MIM:604415; NP_036581.1; NM_012449 _1

(4) 0772P (CA125, MUC16, n° de acceso en Genbank AF361486); J. Biol. Chem. 276 (29):27371-27375 (2001));
documento W02004/045553 (Reivindicacion 14); documento W(02002/92836 (Reivindicacion 6; Fig. 12);
documento W02002/83866 (Reivindicacion 15; Pagina 116-121); documento US2003/124140 (Ejemplo 16);
documento W0200206317 (Reivindicacion 6; Pagina 400 - 408); Referencias cruzadas: Gl:34501467;
AAK74120.3; AF3614R6_1

(5) MPF (MPF, MSLN, SMR, factor potenciador de megacariocitos, mesotelina, n® de acceso en Genbank
NM_005823) Yamaguchi, N., et al. Biol. Chem. 269 (2), 805808 (1994), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96
(20):1153111536 (1999), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93 (1):136140 (1996), J. Biol. Chem. 270 (37):21990-
21990 (1995)); documento WO2003/101283 (Reivindicacion 14); (documento W02002/102235 (Reivindicacion
13; Pagina 287-288); documento WQO2002/101075 (Reivindicacién 4; Pagina 308-309); documento
WQ02002/71928 (Pagina 320-321); documento W094/10312 (Pagina 52-57); Referencias cruzadas: MIM:601051;
NP_005814.2; NM_005823_1

(6) Napi3b (NAPI-3B, NPTIlb, SLC34A2, familia 34 de transportadores de solito (fosfato sédico), transportador 3b
de fosfato dependiente de sodio de tipo Il, miembro 2, nimero de acceso en Genbank NM_006424) J. Biol.
Chem. 277 (22): 19665 - 19672 (2002), Genomics 62 (2):281 - 284 (1999), Feild, J.A., et al (1999) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 258 (3):578 - 582); documento W02004022778 (Reivindicacién 2); documento
EP1394274 (Ejemplo 11); documento W02002102235 (Reivindicacién 13; Péagina 326); EP875569
(Reivindicacion 1; Péagina 17 - 19); documento W0O20015718 (Reivindicacion 20; Pagina 329); documento
W02004032842 (Ejemplo 1V); documento WO200175177 (Reivindicacion 24; Pagina 139 - 140); Referencias
cruzadas: MIM:604217; NP_006415.1; NM_006424_1

(7) Sema 5b (FLJ10372, KIAA1445, Mm.42015, SEMA5B, SEMAG, Semaforina 5b Hlog, dominio sema, siete
repeticiones de trombospondina (tipo 1 y similar al tipo 1), dominio transmembrana (TM) y dominio citoplasmico
corto, (semaforina) 5B, n® de acceso en Genbank AB040878); Nagase T., et al. (2000) DNA Res. 7 (2):143-150);
documento W02004/000997 (Reivindicacién 1); documento W02003/003984 (Reivindicacion 1); documento
W02002/06339 (Reivindicacion 1; Pagina 50); documento W02001/88133 (Reivindicacion 1; Pagina 4143,
4858); documento W02003/054152 (Reivindicacion 20); documento WO02003/101400 (Reivindicacién 11);
Acceso: Q9P283; EMBL; AB040878; BAA95969.1. Genew; HGNC:10737;

(8) PSCA hig (gen 2700050C12Rik, C530008016Rik, RIKEN cDNA 2700050C12, RIKEN cDNA 2700050C12, n®
de acceso en Genbank AY358628); documento US2003129192 (Reivindicacion 2); documento US2004044180
(Reivindicacion 12); documento US2004044179 (Reivindicacion 11); documento US2003096961 (Reivindicacion
11); documento US2003232056 (Ejemplo 5); documento W02003105758 (Reivindicacion 12); documento
US2003206918 (Ejemplo 5); documento E1347046 (Reivindicacion 1); documento W02003025148
(Reivindicacion 20); Referencias cruzadas: GI:37182378; AAQ88991.1; AY358628_1

(9) ETBR (receptor de endotelina de tipo B, N° de acceso en Genbank AY275463); Nakamuta M., et al. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 177, 3439, 1991; Ogawa Y., et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 178, 248255, 1991;
Arai H., et al. Jpn. Circ. J. 56, 13031307, 1992; Arai H., et al. J. Biol. Chem. 268, 34633470, 1993; Sakamoto A.,
Yanagisawa M., et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 178, 656663, 1991; Elshourbagy N.A., et al. J. Biol.
Chem. 268, 38733879, 1993; Haendler B., et al. J. Cardiovasc. Pharmacol. 20, s1-S4, 1992; Tsutsumi M., et al.
Gene 228, 4349, 1999; Strausberg R.L., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99, 1689916903, 2002; Bourgeois C.,
et al. J. Clin. Endocrinol. Metab. 82, 31163123, 1997; Okamoto Y., et al. Biol. Chem. 272, 2158921596, 1997;
Verheij J.B., et al. Am. J. Med. Genet. 108, 223225, 2002; Hofstra R.M.W., et al. Eur. J. Hum. Genet. 5, 180185,
1997; Puffenberger E.G., et al. Cell 79, 12571266, 1994; Attie T., et al., Hum. Mol. Genet. 4, 24072409, 1995;
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Auricchio A., et al. Hum. Mol. Genet. 5:351354, 1996; Amiel J., et al. Hum. Mol. Genet. 5, 355357, 1996; Hofstra
R.M.W., et al. Nat. Genet. 12, 445447, 1996; Svensson P.J., et al. Hum. Genet. 103, 145-148, 1998; Fuchs S., et
al. Mol. Med. 7, 115124, 2001; Pingault V., et al. (2002) Hum. Genet. 111, 198206; documento W0O2004/045516
(Reivindicacion 1); documento W02004/048938 (Ejemplo 2); documento W02004/040000 (Reivindicacion 151);
documento WO02003/087768 (Reivindicacién 1); documento W02003/016475 (Reivindicacion 1); documento
WQ02003/016475 (Reivindicacion 1); documento W0O2002/61087 (Fig. 1); documento WO2003/016494 (Fig 6);
documento W02003/025138 (Reivindicacion 12; Péagina 144); documento W02001/98351 (Reivindicacion 1;
Pagina 124125); documento EP0522868 (Reivindicacion 8; Fig 2); documento W0O2001/77172 (Reivindicacion 1;
Pagina 297299); documento US2003/109676; documento US6518404 (Fig 3); documento US5773223
(Reivindicacion 1a; Col 3134); documento W0O2004/001004;

(10) MSG783 (RNF124, proteina hipotética FLJ20315, n® de acceso en Genbank NM_017763); documento
WQ02003/104275 (Reivindicacion 1); documento W02004/046342 (Ejemplo 2); documento W02003/042661
(Reivindicacion 12); documento W0O2003/083074 (Reivindicacién 14; Pagina 61); documento W02003/018621
(Reivindicacion 1); documento W02003/024392 (Reivindicacion 2; Fig 93); documento W0O2001/66689 (Ejemplo
6); Referencias cruzadas: LocusID:54894; NP_060233.2; NM_017763_1

(11) STEAP2 (HGNC_8639, IPCA-1, PCANAP1, STAMP1, STEAP2, STMP, gen 1 asociada con el cancer de
prostata, proteina 1 asociada con el cancer de préstata, seis antigenos epiteliales transmembrana de prostata 2,
seis proteinas prostaticas transmembrana, n® de acceso en Genbank AF455138); Lab. Invest. 82 (11):15731582
(2002)); documento WQO2003/087306; documento US2003/064397 (Reivindicacién 1; Fig. 1); documento
WQ02002/72596 (Reivindicacion 13; Pagina 5455); documento W02001/72962 (Reivindicacion 1; Fig. 4B);
documento W0O2003/104270 (Reivindicacion 11); documento WO2003/104270 (Reivindicacion 16); documento
US2004/005598 (Reivindicacion 22); documento WO02003/042661 (Reivindicaciéon 12); documento
US2003/060612 (Reivindicacion 12; Fig. 10); documento WO2002/26822 (Reivindicacion 23; Fig. 2); documento
WQ02002/16429 (Reivindicacion 12; Fig. 10); Referencias cruzadas: G1:22655488; AAN04080.1; AF455138_1
(12) TrpM4 (BR22450, FLJ20041, TRPM4, TRPM4B, canal catiénico potencial receptor transitorio, subfamilia M,
miembro 4, n® de acceso en Genbank NM_017636); Xu, X.Z., et al Proc. Nail. Acad. Sci. U.S.A. 98
(19):1069210697 (2001), Cell 109 (3):397407 (2002), J. Biol. Chem. 278 (33):3081330820 (2003)); documento
US2003/143557 (Reivindicacion 4); documento W0O2000/40614 (Reivindicacion 14; Pagina 100103); documento
W02002/10382 (Reivindicacion 1; Fig.9A); documento WO02003/042661 (Reivindicacion 12); documento
W02002/30268 (Reivindicacién 27; Pagina 391); documento US2003/219806 (Reivindicacion 4); documento
WQ02001/62794 (Reivindicacion 14; Fig.1A-D); Referencias cruzadas: MIM:606936; NP_060106.2;
NM_017636_1

(13) CRIPTO (CR, CR1, CRGF, CRIPTO, TDGF1, factor de crecimiento derivado de teratocarcinoma, n°® de
acceso en Genbank NP_003203 o NM_003212); Ciccodicola, A., et al EMBO J. 8 (7):1987-1991 (1989), Am. J.
Hum. Genet. 49 (3):555565 (1991)); documento US2003/224411 (Reivindicacion 1); documento WO2003/083041
(Ejemplo 1); documento W02003/034984 (Reivindicacién 12); documento W02002/88170 (Reivindicacion 2;
Pagina 5253); documento WQ02003/024392 (Reivindicacién 2; Fig.58); documento WQO2002/16413
(Reivindicacién 1; Pagina 9495, 105); documento W02002/22808 (Reivindicacion 2; Fig.1); documento
US5854399 (Ejemplo 2; Col 1718); documento US5792616 (Fig.2); Referencias cruzadas: MIM:187395;
NP_003203.1; NM_003212_1

(14) CD21 (CR2 (receptor del complemento 2) o C3DR (C3d/receptor del virus de Epstein Barr) o Hs.73792 n® de
acceso M26004); Fujisaku et al. (1989) J. Biol. Chem. 264 (4):21182125); Weis J.J., et al. J. Exp. Med. 167,
10471066, 1988; Moore M., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84, 91949198, 1987; Barel M., et al. Mol. Immunol.
35, 10251031, 1998; Weis J.J., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83, 56395643, 1986; Sinha S.K., et al. (1993)
J. Immunol. 150, 53115320; documento W02004/045520 (Ejemplo 4); documento US2004/005538 (Ejemplo 1);
documento  W0O2003/062401 (Reivindicacién 9); documento WO2004/045520 (Ejemplo 4); documento
WQ091/02536 (Fig.9,9-9.9); documento W0O2004/020595 (Reivindicacién 1); Acceso: P20023; Q13866; Q14212;
EMBL; M26004; AAA35786.1.

(15) CD79b (CD79B, CD79pB, IGb (beta asociado con inmunoglobulina), B29, n® de acceso en Genbank
NM_000626 o 11038674); Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (2003) 100 (7):41264131, Blood (2002) 100
(9):30683076, Muller et al. (1992) Eur. J. Immunol. 22 (6):16211625); documento W0O2004/016225
(Reivindicacion 2, Fig.140); documento W02003/087768, documento US2004/101874 (Reivindicacion 1, Pagina
102); documento W02003/062401 (Reivindicacion 9); documento W02002/78524 (Ejemplo 2); documento
US2002/150573 (Reivindicacién 5, Pagina 15); documento US5644033; documento W02003/048202
(Reivindicacion 1, Paginas 306 y 309); documentos WO 99/558658, US6534482 (Reivindicacion 13, Fig.17A/B);
documento W02000/55351 (Reivindicacion 11, Paginas 1145-1146); Referencias cruzadas: MIM: 147245;
NP_000617.1; NM_000626_1

(16) FcRH2 (IFGP4, IRTA4, SPAP1A (proteina 1a de anclaje de fosfatasa que contiene el dominio SH2),
SPAP1B, SPAP1C, n® de acceso en Genbank NM_030764); Genome Res. 13 (10):22652270 (2003),
Immunogenetics 54 (2):8795 (2002), Blood 99 (8):26622669 (2002), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98
(17):97729777 (2001), Xu, M.J., et al. (2001) Biochem. Biophys. Res. Commun. 280 (3):768775; documento
W02004/016225 (Reivindicacion 2); documento W0O2003/077836; documento W0O2001/38490 (Reivindicacién 5;
Fig.18D-1-18D-2); documento W0O2003/097803 (Reivindicacion 12); documento W02003/089624 (Reivindicacion
25); Referencias cruzadas: MIM:606509; NP_110391.2; NM_030764_1

(17) HER2 (ErbB2, n® de acceso en Genbank M11730); Coussens L., et al. Science (1985) 230(4730):1132-
1139); Yamamoto T., et al. Nature 319, 230234, 1986; Semba K., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82, 6497-
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6501, 1985; Swiercz J.M., et al. J. Cell Biol. 165, 869880, 2004; Kuhns J.J., et al. J. Biol. Chem. 274,
3642236427, 1999; Cho H.-S., et al. Nature 421, 756760, 2003; Ehsani A., et al. (1993) Genomics 15, 426429;
documento W02004/048938 (Ejemplo 2); documento W02004/027049 (Fig.11); documento W02004/009622;
documento W02003/081210; documento W02003/089904 (Reivindicacion 9); documento W02003/016475
(Reivindicacién 1); documento US2003/118592; documento W02003/008537 (Reivindicacion 1); documento
WO2003/055439 (Reivindicacion 29; Fig.1A-B); documento WO02003/025228 (Reivindicacion 37; Fig.5C);
documento W0O2002/22636 (Ejemplo 13; Pagina 95107); documento W02002/12341 (Reivindicacion 68; Fig.7);
documento  WO02002/13847 (Pagina 7174); documento W02002/14503 (Pagina 114117); documento
WO02001/53463 (Reivindicacion 2; Pagina 4146); documento WO2001/41787 (Pagina 15); documento
W02000/44899 (Reivindicacion 52; Fig.7); documento W02000/20579 (Reivindicaciéon 3; Fig.2); documento
US5869445 (Reivindicacién 3; Col 3138); documento W0O9630514 (Reivindicacién 2; Pagina 5661); documento
EP1439393 (Reivindicacién 7); documento W02004/043361 (Reivindicacion 7); documento W0O2004/022709;
documento WO2001/00244 (Ejemplo 3; Fig.4); Acceso: P04626; EMBL; M11767; AAA35808.1. EMBL; M11761;
AAA35808.1. los anticuerpos anti-HER2 incluyen: HERCEPTIN® (trastuzumab, huMAb4D5 - 8) un antiHER2
humanizado de longitud completa (PM 145167), trastuzumab F(ab')2 = derivado de anti-HER2 enzimaticamente
(PM 100.000), 4D5 = antiHER2 murino de longitud competa, de hibridoma, rhu4D5 = anticuerpo humanizado de
longitud completa expresado de forma transitoria, rhuFab4D5 = Fab humanizado recombinante (PM 47738),
4D5Fc8 = antiHER2 murino de longitud completa, con el dominio de unién FcRn mutado, huMAb4D5 - 1,
huMADb4D5 - 2, huMADb4D5 - 3, huMAb4D5 - 4, huMADb4D5 - 5, huMAb4D5 - 6, huMAb4D5 - 7 y (trastuzumab).
(18) NCA (CEACAMS, n° de acceso Genbank M18728); Barnett T., et al. Genomics 3, 5966, 1988; Tawaragi Y.,
et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 150, 8996, 1988; Strausberg R.L., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
99:1689916903, 2002; documento W02004/063709; documento EP1439393 (Reivindicacion 7); documento
W02004/044178 (Ejemplo 4); documento W02004/031238; documento W02003/042661 (Reivindicacion 12);
documento W02002/78524 (Ejemplo 2); documento W0O2002/86443 (Reivindicacién 27; Pagina 427); documento
WO02002/60317 (Reivindicacion 2); Acceso: P40199; Q14920; EMBL; M29541; AAA59915.1. EMBL; M18728;
(19) MDP (DPEP1, N°® de acceso en Genbank BC017023); Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99 (26):1689916903
(2002)); documento W0O2003/016475 (Reivindicaciéon 1); documento WO2002/64798 (Reivindicaciéon 33; Pagina
8587); documento JP05003790 (Fig 68); documento W099/46284 (Fig 9); Referencias cruzadas: MIM: 179780;
AAH17023.1; BC017023_1

(20) IL20Ra (IL20Ra, ZCYTOR?7, N¢ de acceso en Genbank AF184971); Clark H.F., et al. Genome Res. 13,
22652270, 2003; Mungall A.J., et al. Nature 425, 805811, 2003; Blumberg H., et al. Cell 104, 919, 2001;
Dumoutier L., et al. J. Immunol. 167, 35453549, 2001; Parrish-Novak J., et al. J. Biol. Chem. 277, 4751747523,
2002; Pletnev S., et al. (2003) Biochemistry 42:1261712624; Sheikh F., et al. (2004) J. Immunol. 172, 20062010;
documento EP1394274 (Ejemplo 11); documento US2004/005320 (Ejemplo 5); documento W02003/029262
(Pagina 7475); documento WO2003/002717 (Reivindicacion 2; Pagina 63); documento W02002/22153 (Pagina
4547); documento US2002/042366 (Pagina 2021); documento W02001/46261 (Pagina 5759); documento
WQ02001/46232 (Pagina 6365); documento W098/37193 (Reivindicacion 1; Pagina 5559); Acceso: Q9UHF4;
QBUWA9; Q96SHS8; EMBL; AF184971; AAF01320.1.

(21) Brevican (BCAN, BEHAB, N° de acceso en Genbank AF229053); Gary S.C., et al. Gene 256, 139-147, 2000;
Clark H.F., et al. Genome Res. 13, 2265-2270, 2003; Strausberg R.L., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99,
1689916903, 2002; documento US2003/186372 (Reivindicacion 11); documento US2003/186373 (Reivindicacion
11); documento US2003/119131 (Reivindicacion 1; Fig.52); documento US2003/119122 (Reivindicacién 1;
Fig.52); documento US2003/119126 (Reivindicacién 1); documento US2003/119121 (Reivindicacion 1; Fig.52);
documento US2003/119129 (Reivindicacion 1); documento US2003/119130 (Reivindicacion 1); documento
US2003/119128 (Reivindicacién 1; Fig.52); documento US2003/119125 (Reivindicacion 1); documento
WO2003/016475 (Reivindicacién 1); documento W0O2002/02634 (Reivindicacion 1);

(22) EphB2R (DRT, ERK, Hek5, EPHT3, Tyro5, N° de acceso Genbank NM_004442); Chan, J. y Watt, V.M.,
Oncogene 6 (6), 10571061 (1991) Oncogene 10 (5):897905 (1995), Annu. Rev. Neurosci. 21:309345 (1998), Int.
Rev. Cytol. 196:177244 (2000)); documento W02003042661 (Reivindicacion 12); documento W0O200053216
(Reivindicacion 1; Pagina 41); documento W02004065576 (Reivindicacion 1); documento W02004020583
(Reivindicacion 9); documento W0O2003004529 (Pagina 128-132); documento W0200053216 (Reivindicacion 1;
Pagina 42); Referencias cruzadas: MIM:600997; NP_004433.2; NM_004442_1

(23) ASLG659 (B7h, N° de acceso Genbank AX092328); documento US2004/0101899 (Reivindicacién 2);
documento  WO2003104399 (Reivindicacion 11); documento WO02004000221 (Fig.3); documento
US2003/165504 (Reivindicacion 1); documento US2003/124140 (Ejemplo 2); documento US2003/065143
(Fig.60); documento W02002/102235 (Reivindicacion 13; Pagina 299); documento US2003/091580 (Ejemplo 2);
documento W0O2002/10187 (Reivindicaciéon 6; Fig.10); documento W0O2001/94641 (Reivindicacién 12; Fig.7b);
documento W02002/02624 (Reivindicacion 13; Fig.1A-1B); documento US2002/034749 (Reivindicacion 54;
Péagina 4546); documento W0O2002/06317 (Ejemplo 2; Pagina 320321, Reivindicacion 34; Pagina 321322);
documento W02002/71928 (Pagina 468469); documento W02002/02587 (Ejemplo 1; Fig.1); documento
WO02001/40269 (Ejemplo 3; Péaginas 190192); documento WO2000/36107 (Ejemplo 2; Pagina 205207);
documento W02004/053079 (Reivindicacion 12); documento W02003/004989 (Reivindicacion 1); documento
W02002/71928 (Pagina 233234, 452453); documento WO 01/16318;

(24) PSCA (precursor del antigeno de células madre prostaticas, n® de acceso en Genbank AJ297436); Reiter
R.E., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95, 17351740, 1998; Gu Z., et al. Oncogene 19, 12881296, 2000;
Biochem. Biophys. Res. Commun. (2000) 275(3):783788; W02004/022709; EP1394274 (Ejemplo 11);
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documento US2004/018553 (Reivindicacion 17);documento W02003/008537 (Reivindicacién 1);documento
W02002/81646 (Reivindicaciéon 1; Pagina 164); documento WO2003/003906 (Reivindicacion 10; Pagina 288);
documento W02001/40309 (Ejemplo 1; Fig.17); documento US2001/055751 (Ejemplo 1; Fig.1b); documento
W02000/32752 (Reivindicacion 18; Fig.1); documento WO98/51805 (Reivindicacion 17; Pagina 97); documento
WQ098/51824 (Reivindicacién 10; Pagina 94); documento W098/40403 (Reivindicacion 2; Fig.1B); Acceso:
043653; EMBL; AF043498; AAC39607.1

(25) GEDA (n° de acceso en Genbank AY260763); AAP14954 proteina de tipo pareja de fusion de
lipoma/pid=AAP14954.1 — especie Homo sapiens: Homo sapiens (humano) documento W02003054152
(Reivindicacion 20); documento W02003000842 (Reivindicacién 1); documento W02003023013 (Ejemplo 3,
Reivindicacion 20); documento US2003194704 (Reivindicacion 45); Referencias cruzadas: Gl:30102449;
AAP14954.1; AY260763_1

(26) BAFF-R (receptor del factor de activacion de linfocitos B, receptor de BLyS 3, BR3, n® de acceso en
Genbank NP_443177.1); NP_443177 receptor de BAFF /pid=NP_443177.1 - Homo sapiens; Thompson, J.S., et
al Science 293 (5537), 2108 - 2111 (2001); documento WO02004058309; documento WO2004011611;
documento W0O2003045422 (Ejemplo; Pagina 32 - 33); documento W02003014294 (Reivindicacion 35; Fig 6B);
documento W0O2003035846 (Reivindicacion 70; Pagina 615 - 616); documento W0200294852 (Col 136 - 137);
documento W0200238766 (Reivindicacion 3; Pagina 133); documento W0200224909 (Ejemplo 3; Fig 3);
Referencias cruzadas: MIM:606269; NP_443177.1; NM_052945 1

(27) CD22 (isoforma CD22-B del receptor de los linfocitos B, n® de acceso en Genbank NP-001762.1);
Stamenkovic, 1. y Seed, B., Nature 345 (6270), 74 - 77 (1990); documento US2003157113; documento
US2003118592; documento W02003062401 (Reivindicacién 9); documento W0O2003072036 (Reivindicacion 1;
Fig. 1); documento WQO200278524 (Ejemplo 2); Referencias cruzadas: MIM:107266; NP_001762.1;
NM_001771_1

(28) CD79a (CD79A, CD79a, alfa asociada con inmunoglobulina, una proteina especifica de células B que
interacciona covalentemente con Ig beta (CD79B) y forma un complejo sobre la superficie con moléculas de Ig M,
transducir una sefal implicada en la diferenciacién de las células B),SECUENCIA DE PROTEINAS completa
mpggpgv...dvglekp (1..226; 226 aa), pl: 4,84, PM: 25028 TM: 2 [P] Cromosoma génico: 19q13.2, n® de acceso
en Genbank NP_001774.10) documento WQO2003088808, documento US20030228319; documento
WQ02003062401 (reivindicacién 9); documento US2002150573 (reivindicacion 4, paginas 13 - 14); documento
WQ09958658 (reivindicacion 13, Fig 16); documento W09207574 (Fig 1); documento US5644033; Ha et al (1992)
J. Immunol. 148(5):1526 - 1531; Mueller et al (1992) Eur. J. Biochem. 22:1621 - 1625; Hashimoto et al (1994)
Immunogenetics 40(4):287 - 295; Preud’homme et al (1992) Clin. Exp. Immunol. 90(1):141 - 146; Yu et al (1992)
J. Immunol. 148(2) 633 - 637; Sakaguchi et al (1988) EMBO J. 7(11):3457 - 3464;

(29) CXCR5 (receptor 1 del linfoma de Burkitt, un receptor acoplado a proteina G que esta activado por la
quimioquina CXCL13, funciona en la migracion de linfocitos y la defensa humoral, desempefia un papel en la
infeccion por VIH-2 y, quiza, el desarrollo de SIDA, linfoma, mieloma y leucemia) SECUENCIA DE PROTEINAS
completa mnypltl...atslttf (1..372; 372 aa), pl: 8.54 PM: 41959 TM: 7 [P] Cromosoma génico: 11923.3, n? de
acceso en Genbank NP_001707.1); documento W02004/040000; documento W02004/015426; documento
US2003/105292 (Ejemplo 2); documento US6555339 (Ejemplo 2); documento WO02002/61087 (Fig.1);
documento W0O2001/57188 (Reivindicaciéon 20, Pagina 269); documento W02001/72830 (P&aginas 1213);
documento W02000/22129 (Ejemplo 1, Paginas 152153, Ejemplo 2, Paginas 254256); documento W(099/28468
(Reivindicacion 1, Pagina 38); documento US5440021 (Ejemplo 2, col 4952); documento W094/28931 (Paginas
5658); documento W092/17497 (Reivindicacion 7, Fig.5); Dobner et al. (1992) Eur. J. Immunol. 22:27952799;
Barella et al. (1995) Biochem. J. 309:773-779;

(30) HLA-DOB (subunidad Beta de la molécula de clase Il del MHC (antigeno la) que se une a los péptidos y los
presenta a los linfocitos T CD4+) SECUENCIA DE PROTEINAS completa mgsgwvp...vlipgsc (1..273; 273 aa, pl:
6,56 PM: 30820 TM: 1 [P] Cromosoma génico: 6p21.3, N2 de acceso en Genbank NP_002111.1); Tonnelle et al.
(1985) EMBO J. 4(11):28392847; Jonsson et al. (1989) Immunogenetics 29(6):411413; Beck et al. (1992) J. Mol.
Biol. 228:433441; Strausberg et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci USA 99:1689916903; Servenius et al. (1987) J.
Biol. Chem. 262:87598766; Beck et al. (1996) J. Mol. Biol. 255:113; Naruse et al. (2002) Tissue Antigens
59:512519; W099/58658 (Reivindicacién 13, Fig 15); documento US6153408 (Col 3538); documento US5976551
(col 168170); documento US6011146 (col 145146); Kasahara et al. (1989) Immunogenetics 30(1):6668;
Larhammar et al. (1985) J. Biol. Chem. 260(26):14111-14119;

(31) P2X5 (canal iénico 5 dependiente de ligando P2X del receptor purinérgico, un cana iénico dependiente de
ATP extracelular, puede estar implicado en la transmision sinaptica y la neurogénesis, la deficiencia puede
contribuir a la fisiopatologia de la inestabilidad idiopatica del detrusor) SECUENCIA DE PROTEINAS completa
mggagck...lephrst (1..422; 422 aa), pl: 7,63, PM: 47206 TM: 1 [P] Cromosoma génico: 17p13.3, N° d acceso en
Genbank NP_002552.2); Le et al. (1997) FEBS Lett. 41R(1 - 2):195 - 199; documento WQO2004/047749;
documento WO2003/072035 (Reivindicacion 10); Touchman et al. (2000) Genome Res. 10:165 - 173; documento
W0200222660 (reivindicacion 20); documento W0O2003093444 (reivindicacion 1); documento W0O2003087768
(reivindicacion 1); documento W02003029277 (pagina 82); ;

(32) CD72 (antigeno CD72 de diferenciacion de las células B CD72, Lyb-2); SECUENCIA DE PROTEINAS
completa maeaity...tafrfpd (1..359; 359 aa), pl: 8,66, PM: 40225 TM: 1 [P] Cromosoma génico: 9p13.3, N° de
acceso en Genbank NP_001773.1); documento WO2004042346 (Reivindicacion 65); documento
WQ02003/026493 (Paginas 5152, 5758); documento W02000/75655 (Paginas 105-106); Von Hoegen et al.
(1990) J. Immunol. 144(12):48704877; Strausberg et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci USA 99:1689916903.
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(33) LYB4 (antigeno 64 de linfocitos (RP105), proteina de membrana de tipo | de la familia de repeticiones ricas
en leucina (LRR), regula la activacion y apoptosis de células B, la pérdida de funcidén esta asociada con un
incremento de la actividad de la enfermedad en pacientes con lupus eritematoso sistémico); SECUENCIA DE
PROTEINAS completa mafdvsc...rwkyghi (1..661; 661 aa), pl: 6,20, PM: 74147 TM: 1 [P] Cromosoma génico:
5912, N° de acceso en Genbank NP_005573.1); documento US2002/193567; documento WQ97/07198
(Reivindicacion 11, Paginas 39-42); Miura et al. (1996) Genomics 38(3):299304; Miura et al. (1998) Blood
92:28152822; documento WO2003/083047; documento WQ97/44452 (Reivindicacién 8, Paginas 5761);
documento WO2000/12130 (Paginas 24-26);

(34) FCRH1 (proteina 1 similar al receptor de Fc, un receptor putativo para el dominio Fc de inmunoglobulina que
contiene los dominios ITAM y similar a Ig de tipo G2, pueden tener un papel en la diferenciacion de linfocitos B);
SECUENCIA DE PROTEINAS completa miprlll...vdyedam (1..429; 429 aa), pl: 5,28, PM: 46925 TM: 1 [P]
Cromosoma génico: 1g21-1922, N? de acceso Genbank NP_443170.1); WO2003/077836; documento
WO02001/38490 (Reivindicacion 6, Fig 18E-118-E-2); Davis et al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci USA
98(17):97729777; documento W0O2003/089624 (Reivindicacion 8); documento EP1347046 (Reivindicacién 1);
documento WO2003/089624 (Reivindicacion 7);

(35) IRTA2 (receptor 2 de la superfamilia de inmunoglobulinas asociado con la translocacion, un inmunoreceptor
putativo con posibles papeles en el desarrollo de las células B y la linfomagénesis; en algunas neoplasias de
células B se produce alteracién de la regulacién del gen mediante translocacién) SECUENCIA DE PROTEINAS
completa mllwvil...assaphr (1..977; 977 aa), pl: 6,88 PM: 106468 TM: 1 [P] Cromosoma génico: 1921, n? de
acceso en Genbank NP_112571.1) documento W(02003024392 (reivindicacion 2, Fig. 97); Nakayama et al
(2000) Biochem. Biophys. Res. Commun. 277(1): 124 - 127; documento WQO2003077836; documento
W0O200138490 (reivindicacion 3, Fig. 18B-1 - 18B-2)

(36) TENB2 (TMEFF2, tomorregulina, TPEF, HPP1, TR, proteoglicano transmembrana putativo, relacionado con
la familia de EGF/heregulina de factores de crecimiento y folistatina); 374 aa, Acceso en NCBI: AAD55776,
AAF91397, AAG49451, NCBI RefSeq: NP_057276; NCBI Gene: 23671; OMIM: 605734; SwissProt Q9UIK5; n®
de acceso en Genbank AF179274; AY358907, CAF85723, CQ782436. documento W02004074320; documento
JP2004113151; documento W0O2003042661; documento WO2003009814; documento EP1295944 (péaginas 69 -
70); documento W0200230268 (pagina 329); documento WO200190304; documento US2004249130;
documento  US2004022727; documento WO02004063355; documento US2004197325; documento
US2003232350; documento US2004005563; documento US2003124579; Horie et al (2000) Genomics 67:146 -
152; Uchida et al (1999) Biochem. Biophys. Res. Commun. 266:593 - 602; Liang et al (2000) Cancer Res.
60:4907-12; Glynne-Jones et al. (2001) Int J Cancer. Oct 15;94(2): 178 - 84.

El anticuerpo de los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) de férmula | puede unirse especificamente a un receptor
codificado por un gen de ErbB. El anticuerpo puede unirse especificamente a un receptor ErbB seleccionado de
EGFR, HER2, HER3 y HER4. El ADC puede unirse especificamente al dominio extracelular del receptor HER2 e
inhibir el crecimiento de las células tumorales que sobreexpresan el receptor HER2. HERCEPTIN® (trastuzumab)
se une selectivamente al dominio extracelular (DEC) de la proteina del receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano HER2 (ErbB2) (documento US 5821337; documento US 6054297; documento US 6407213;
documento US 6639055; Coussens et al (1985) Science 230:1132 - 9; Slamon, et al (1989) Science 244:707 - 12).
Trastuzumab es un anticuerpo IgG1 kappa que contiene regiones marco humanas con las regiones determinantes
de complementariedad (CDR) de un anticuerpo murino (4D5) que se une a HER2. Trastuzumab se une al antigeno
HER2 y, por lo tanto, inhibe la proliferacion de células tumorales humanas que sobreexpresan HER2 (Hudziak RM,
et al Cell Biol (1989) Mol 9: 1165-72; Lewis GD, et al (1993) Cancer Immunol Immunother; 37: 255-63; Baselga J, et
al (1998) Cancer Res. 58:2825 - 2831).

Los anticuerpos pueden marcarse o conjugarse con las enzimas que catalizan una alteracion quimica de un sustrato
cromogénico que puede medirse usando diversas técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar un cambio de
color en un sustrato, que se puede medir espectrofotométricamente. Como alternativa, una enzima puede alterar la
fluorescencia o la quimioluminiscencia del sustrato. Se conocen técnicas para cuantificar un cambio en la
fluorescencia. El sustrato quimioluminiscente se excita electronicamente por una reaccién quimica, tal como la
escision de un enlace O-O de un grupo dioxetano, y, después, puede emitir luz que se puede medir (utilizando un
quimioluminébmetro, por ejemplo) o donar energia a un aceptor fluorescente. Los ejemplos de marcadores
enzimaticos incluyen luciferasas (por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana; documento US
4737456), luciferina, 2,3-dihidroftalazinedionas, malato deshidrogenasa, ureasa, peroxidasa tal como peroxidasa de
rabano (HRP), fosfatasa alcalina (AP), 3-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, oxidasas de sacaridos (por ejemplo.
glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales como
uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa, y similares. Las técnicas para conjugar enzimas a
anticuerpos se describen en O'Sullivan et al, Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in
Enzyme Immunoassay, en Methods in Enzym. (ed J. Langone & H. Van Vunakis), Academic press, New York,
73:147 - 166(1981).

Los ejemplos de combinaciones de enzima-sustrato incluyen, por ejemplo: (i) peroxidasa de rabano (HRP) con
peroxidasa de hidrégeno como sustrato, en la que la peroxidasa de hidrégeno oxida un precursor de colorante (por
ejemplo, ortofenilen diamina (OPD) o clorhidrato de 3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB)); (li) fosfatasa alcalina (AP)
con para-nitrofenilfosfato como sustrato cromogénico; y (iii) B-D-galactosidasa 5B-D-Gal) con un sustrato
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cromogénico (por ejemplo, p-nitrofenil-B-D-galactosidasa) o sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-B-D-
galactosidasa. Otras numerosas combinaciones de enzima-sustrato se encuentran disponibles para los expertos en
la técnica (documento US 4275149; documento US 4318980).

El marcador puede conjugarse indirectamente 0 no covalentemente con el anticuerpo. Por ejemplo, el anticuerpo
puede conjugarse con biotina y cualquiera de las categorias de marcadores mencionados anteriormente puede
conjugarse con avidina, estreptavidina incluyendo, o viceversa. La biotina se une selectivamente a la avidina y, por
lo tanto, el marcador se puede conjugar con la variante polipeptidica de esta manera indirecta.

RESTOS DE FARMACO

El resto de farmaco (D) de los conjugados de anticuerpo-farmaco de féormula | (ADC) incluye cualquier compuesto,
resto o grupo que tiene un efecto citotdxico o citostatico. Los restos de farmacos incluyen agentes
quimioterapéuticos, que pueden funcionar como inhibidores de microtubulina, inhibidores de la mitosis, inhibidores
de la topoisomerasa, o intercaladores de ADN, y, en particular, los que se utilizan para la terapia del cancer. Los
restos de farmaco en los conjugados de anticuerpo-farmaco de Formula | pueden tener otros mecanismos de accion
y no estan limitados a ninguno de estos mecanismos.

El resto de farmaco (D) de los conjugados de farmaco-anticuerpo (ADC) de féormula | incluye maitansinoides que
tienen la estructura:

HaC,

(CR)n—S—$

donde la linea ondulada indica la unién covalente del d&tomo de azufre de D a un enlazador (L) de un conjugado de
farmaco-anticuerpo (ADC). R puede ser independientemente H o un alquilo C+-Cs. La cadena de alquileno que une
el grupo amida al atomo de azufre puede ser metilo, etilo, o propilo, es decir, mes 1, 2, 0 3.

Los compuestos de maitansina inhiben la proliferacion celular mediante la inhibicion de la formacién de microtubulos
durante la mitosis a través de la inhibicion de la polimerizacion de la proteina microtubular, tubulina (Remillard et al
(1975) Science 189:1002 - 1005; US 5208020). La maitansina se aisl6 del arbusto de Africa del este Maytenus
serratay y se ha demostrado que es de 100 a 1000 veces mas citotdxica que los agentes quimioterapéuticos contra
el cancer convencionales como metotrexato, daunorrubicina y vincristina (documento US 3896111). Posteriormente,
se descubrié que algunos microbios también producen maitansinoides, tales como maitansinol y ésteres C-3 de
maitansinol (documento US 4151042). También se han notificado los ésteres C-3 sintéticos de maitansinol y
analogos de maitansinol (Kupchan et al., (1978) J. Med. Chem. 21:31 - 37; Higashide et al. (1977) Nature 270:721 -
722; Kawai et al., 32 Chem. Pharm. (1984) Bull. 3441 - 3451). Los analogos de maitansinol a partir de los cuales se
han preparado ésteres C-3 incluyen maitansinol con modificaciones en el anillo aromatico (por ejemplo decloro) o
en el C-9, C-14 (por ejemplo, grupo metilo hidroxilado), C-15, C-18, C -20 y C-4,5. Los ésteres C-3 de origen natural
y sintéticos se pueden clasificar en dos grupos: (a) ésteres C-3 con &cidos carboxilicos simples (documento US
4248870; documento US 4265814; documento US 4308268; documento US 4308269; documento US 4309428;
documento US 4317821; documento US 4322348; y documento US 4331598), y (b) ésteres C-3 con derivados de N-
metil-L-alanina (documento US 4137230 y documento US 4260608; y Kawai et al., (1984) Chem. Pharm. Bull.
32:3441 - 3451). Se encontré que los ésteres del grupo (b) son mucho mas citotoxicos que los ésteres del grupo (a).

Como ocurre con otros restos de farmaco, todos los estereocisbmeros del resto de farmaco maitansinoide se

contemplan para los compuestos, es decir, cualquier combinacion de configuraciones Ry S en los carbonos quirales
de D. En una realizacion, el resto de farmaco maitansinoide (D) tendra la siguiente estereoquimica:
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Olun
I
I

CH;,

Ejemplos de realizacién de restos de farmaco de maitansinoide incluyen: DM1, (CR2)m = CH2CHz; DM3, (CR2)m =
CH2CH2CH(CHs); y DM4, (CR2)m = CH2CH2C(CHs)2, que tienen las estructuras:

HaG, CHCH,S——$

DM1

DM3

CHs

CHs

DM4
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El resto de farmaco (D) de los conjugados de farmaco-anticuerpo (ADC) de férmula | incluye también dolastatinas y
sus analogos y derivados peptidicos, las auristatinas (patentes de EE.UU. N°® 5635483; 5780588). Se ha demostrado
que las dolastatinas y las auristatinas interfieren con la dinamica de los microtUbulos, la hidrélisis de GTP, y la
division nuclear y celular (Woyke et al (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12):3580 - 3584) y tienen
actividad anticancerosa (documento US 5663149) y antifungica (Pettit et al (1998) Antimicrob. Agents Chemother.
42:2961 - 2965). Los péptidos de auristatina, auristatina E (AE) y monometilauristatina (MMAE), los analogos
sintéticos de dolastatina (documento WO 02/088172), se han conjugado como restos de farmaco a: (i) anticuerpos
monoclonales quiméricos cBR96 (especificos de Lewis Y en carcinomas); (li) cAC10 que es especifico para CD30
en neoplasias hematoldgicas (Klussman, et al (2004) Bioconjugate Chemistry 15 (4): 765-773; Doronina et al (2003)
Nature Biotechnology 21 (7): 778-784; Francisco et al (2003) Blood 102 (4): 1458-65; documento US 2004/0018194;
(iii) anticuerpos anti-CD20, tales como Rituxan (documento WO 04/032828) para el tratamiento de los canceres que
expresan CD20 y trastornos inmunes; (iv) anticuerpo anti-EphB2R 2H9 para el tratamiento del cancer colorrectal
(Mao et al (2004) Cancer Research 64(3):781 - 788); (v) de anticuerpos E-selectina (Bhaskar et al (2003) Cancer
Res. 63:6387 - 6394); (vi) trastuzumab (HERCEPTIN®, documento US 2005/0238649), y (vi) anticuerpos anti-CD30
(documento WO 03/043583). Las variantes de auristatina E se divulgan en los documentos US 5767237 y US
6124431, incluyendo monometilauristatina E conjugada con anticuerpos monoclonales (Senter et al, Proceedings of
the American Association for Cancer Research, Volume 45, Resumen Numero 623, presentado el 28 de marzo
2004). Los anélogos de auristatina MMAE y MMAF se han conjugado con diversos anticuerpos (documento US
2005/0238649).

El resto de farmaco monometilauristatina (D) de los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de férmula | incluyen
los restos de farmaco auristatina MMAE (documento US 7090843) y MMAF (documento US 2005/0238649). El
extremo N del resto de farmaco MMAE o MMAF se une covalentemente mediante un enlazador a una cisteina
modificada por ingenieria del anticuerpo.

MMAF

Otros restos de farmaco auristatina de ejemplo incluyen compuestos de monometilvalina que tienen modificaciones
de fenilalanina carboxi en el extremo C del resto de farmaco auristatina pentapéptido (documento WO 2007/008848)
y los compuestos de monometilvalina que tienen modificaciones en la cadena lateral de fenilalanina en el extremo C-
del pentapéptido resto de farmaco auristatina (documento WO 2007/008603).

ENLAZADORES

Un enlazador es un resto quimico bifuncional o multifuncional que comprende un enlace covalente o una cadena de
atomos que une covalentemente un anticuerpo (Ab) a un resto farmacoldgico (D) de acuerdo con los conjugados
anticuerpo-farmaco de formula |. Los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) se pueden preparar de forma
conveniente usando un enlazador (L) que tiene una funcionalidad reactiva para la unién al farmaco y al anticuerpo.
Un enlazador puede tener un grupo electréfilo reactivo con un grupo nucledfilo presente en un anticuerpo, tal como
tiol 0 amino. Un tiol de cisteina del anticuerpo es reactivo con un grupo electréfilo en un Enlazador y forma un enlace
covalente con un enlazador. Grupos electrofilicos utiles incluyen, pero no se limitan a, grupos de maleimida y de
haloacetamida. Los enlazadores también incluyen un radical tal como un alquildiilo, un arileno, un heteroarileno,
restos tales como: -(CR2)nO(CR2)n-, unidades repetitivas de alquiloxi (por ejemplo, polietilenoxi, PEG, polimetilenoxi)
y alquilamino (p. ej., polietilenamino, Jeffamine™); y éster diacido y amidas, incluidos succinato, succinamida,
diglicolato, malonato y caproamida. Grupos nucleofilicos Utiles sobre un anticuerpo incluyen, pero no se limitan a,
grupos sulfhidrilo, hidroxilo y amino.

En otra realizacién, un reactivo enlazador o reactivo de farmaco-ligador tiene un grupo funcional nucledéfilo reactivo
que es reactivo con un electréfilo presente en un anticuerpo para formar un enlace covalente. Grupos electrofilos
utiles sobre un anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, grupos aldehido y cetona carbonilo. Grupos nucledfilos util
en un enlazador incluyen, pero no se limitan a, hidrazida, oxima, amino, hidracina, tiosemicarbazona, carboxilato de
hidrazina, y arilhidrazida.
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El enlazador puede estar compuesto por uno o0 mas componentes enlazadores. Componentes de enlazadores de
ejemplo incluyen 6-maleimidocaproil ("MC"), maleimidopropanoilo ("MP"), valina-citrulina ("val-cit" o "vc"), alanina-
fenilalanina ("ala-phe" o "af"), p-aminobenciloxicarbonilo ("PAB"), pentanoato de N-succinimidil-4-(2-piridiltio)
("SPP"), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1 carboxilato de N-succinimidilo ("SMCC '), (4-yodo-acetil)aminobenzoato
de de N-succinimidilo ("SIAB"), etilenoxi-CH2CH20- como una o mas unidades de repeticion ("EQ" o "PEQ"). En la
técnica se conocen componentes adicionales del enlazador y algunos se describen en el presente documento.

En una realizacion, el anticuerpo tiene uno o mas restos de lisina que se pueden modificar quimicamente para tener
uno 0 mas grupos sulfhidrilos. La unidad del anticuerpo se une a la unidad del enlazador a través del atomo de
azufre del grupo sulfhidrilo. Los reactivos que se pueden utilizar para modificar lisinas incluyen, pero no se limitan a,
S-acetiltioacetato de N-succinimidilo (SATA) y 2-iminotiolano clorhidrato (reactivo de Traut).

En otra realizaciéon, el anticuerpo puede tener uno o mas grupos carbohidratos que se pueden modificar
quimicamente para tener uno o mas grupos sulfhidrilos. La unidad del anticuerpo se une a al enlazador, tal como la
unidad expansora, a través del atomo de azufre del grupo sulfhidrilo. En aln otra realizacién, el anticuerpo puede
tener uno 0 mas grupos de hidratos de carbono que pueden oxidarse para proporcionar un grupo (-CHO) aldehido
(véase, por ejemplo, Laguzza, et al (1989) J. Med. Chem. 32(3):548 - 55). El aldehido correspondiente puede formar
un enlace con un sitio reactivo en un expansor. Los sitios reactivos en un expansor que pueden reaccionar con un
grupo carbonilo en un anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, hidracina e hidroxilamina. Otros protocolos para la
modificacién de proteinas para la union o asociacién de unidades de farmaco se describen en Coligan et al.,
"Current Protocols in Protein Science", vol. 2, John Wiley & Sons (2002), que se incorpora en el presente documento
por referencia.

En otra realizacion, el enlazador puede estar sustituido por grupos que modulan la solubilidad o la reactividad. Por
ejemplo, un sustituyente cargado tales como sulfonato (-SOs”) O de amonio, puede aumentar la solubilidad en agua
del reactivo y facilitar la reaccion de acoplamiento del reactivo enlazador con el anticuerpo o el resto de farmaco, o
facilitar la reaccién de acoplamiento de Ab-L (anticuerpo-enlazador) con D, o D-L (enlazador de farmacos reactivo)
con Ab, dependiendo de la ruta sintética empleada para preparar el ADC.

Los compuestos de Férmula | contemplan expresamente, pero no se limitan a, ADC preparado con reactivos
reticulantes: BMPEO, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB,
SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB, y SVSB
(succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato), e, incluyendo, reactivos de bis-maleimida: DTME, BMB, BMDB, BMH, BMOE,
BM(PEO)2, y BM(PEO)s, que estan disponibles comercialmente den Pierce Biotechnology, Inc. Los reactivos de bis-
maleimida permiten la unién del grupo tiol de un residuo de cisteina de un anticuerpo a un resto de farmaco que
contiene tiol, marcador o enlazador intermedio, de una manera secuencial o concurrente. Otros grupos funcionales
ademas de maleimida, que son reactivos con un grupo tiol de un anticuerpo, resto de farmaco, marcador o enlazador
intermedio incluyen yodoacetamida, bromoacetamida, piridina de vinilo, disulfuro, disulfuro de piridilo, isocianato, e
isotiocianato. Los reactivos enlazadores Utiles también se pueden obtener a través de otras fuentes comerciales,
tales como Molecular Biosciences Inc.(Boulder, CO), sintetizarse de acuerdo con los procedimientos descritos en
Toki et al (2002) J. Org. Chem. 67:1866 - 1872; documento US 6214345 de Firestone et al; documento WO
02/088172; documento US 2003130189; documento US2003096743; documento WO 03/026577; documento WO
03/043583; y documento WO 04/032828.

0
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BM(PEO), BM(PEO),

Los grupos tiol reactivos de anticuerpos modificados con cisteina (documento US 2007/0092940) reaccionan con
reactivos enlazadores o intermedios farmaco-enlazador, con grupos funcionales electréfilos tales como maleimida o
a-halo-carbonilo, de acuerdo con el método de conjugacion en la pagina 766 de Klussman, et al (2004),
Bioconjugate Chemistry 15(4):765 - 773.

CONJUGADOS ANTICUERPO-FARMACO
Ejemplos de ADC de Férmula | incluyen restos de farmaco de monometilauristatina (D) MMAE y MMAF, y

enlazadores que comprenden subunidades de maleimidocaproil (MC), valina-citrulina (vc), y para-
aminobencilcarbamoilo (PAB)), como se describe en el documento US 2005/0238649. Ejemplos de ADC incluyen:
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Ab-MC-vc-PAB-MMAF:
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El ADC de monometilauristatina de ejemplo anterior puede prepararse a partir de un anticuerpo con un grupo tiol de
cisteina reactivo, tal como un anticuerpo modificado con cisteina (documento US 2007/0092940) y reactivos
enlazadores de farmacos MC-val-cit-PAB-MMAF, MC-val-cit-PAB-MMAE, MC-MMAF, y MC-MMAE, respectivamente
(Doronina et al (2003) Nature Biotechnology 21(7):778 - 784; Francisco et al (2003) Blood 102:1458 - 1465;
documento US 2005/0238649).

Ejemplos especificos de anticuerpos modificados con ingenieria y ADC correspondiente se muestran en la Figura 3,
desde la parte superior a la parte inferior: dos restos farmacolégicos MMAE situados en la cadena ligera - Tio Hu
Anti HER2 4D5 LC V205C-MC-vc-PAB-MMAE; dos restos farmacolégicos MMAE situados en la cadena pesada - Tio
Hu Anti HER2 4D5 HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE; dos restos farmacolégicos MMAE ubicados en la regién Fc de la
cadena pesada - Tio Hu Anti HER2 4D5 Fc S400C-MC-vc-PAB-MMAE; Tio Hu Anti HER2 4D5 Fc S400C; y un
anticuerpo modificado con cisteina listo para la conjugacion: Tio Hu Anti HER2 4D5 Fc S400C. Los anticuerpos
modificados con cisteina estan disefiados y seleccionados de acuerdo con el documento US 2007/0092940.

Ejemplos de ADC de Férmula | incluyen restos de farmaco de maitansinoide (D) DM1, DM3, DM4 y los enlazadores
formados a partir de reactivos enlazadores tales como SPP, SPDB, y SMCC, como se divulga en el documento US
2005/0276812. Los conjugados de anticuerpo-farmaco de ejemplo incluyen Ab-SPP-DM1:

| P
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Ab-SMCG-DMT:
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Los conjugados de farmacos de anticuerpos de ejemplo en los que DM1 est4 unido a través de un enlazador
BMPEO a un grupo tiol de un anticuerpo tienen la estructura:

Q
0]
S Ab
N/\,O(/\O?\/'\T} %
n O b
HsC CH,CH,S ©
0 N

enlaquenes0,1,02;ypesi,2, 3 04.
CARGA DEL FARMACO

El valor de la carga de farmaco esta representado por p, el nimero de restos de farmacos por anticuerpo en una
molécula de férmula |. Las composiciones de ADC de férmula I incluyen mezclas de anticuerpos conjugados con una
serie de farmacos, de 1 a aproximadamente 8. Las mezclas de conjugados de anticuerpo-farmaco resultantes de la
conjugacién de un anticuerpo y un reactivo de farmaco-enlazador, o de la conjugacién de un anticuerpo-enlazador
con un reactivo de farmaco, se pueden caracterizar como que tiene un valor promedio de carga de farmaco de
aproximadamente 1 a aproximadamente 8, dependiendo de las condiciones de conjugacion. Cada preparacion de un
ADC por conjugacién de un anticuerpo a un resto de farmaco tiene como resultado una potencial distribucion de las
moléculas de producto, portando uno o mas farmacos unidos a anticuerpo, o cuando el anticuerpo no se ha ligado a
un resto de farmaco, donde p = 0. El nimero promedio de farmacos por anticuerpo en las preparaciones de ADC de
reacciones de conjugacion se puede caracterizar por los métodos de la presente invencion, es decir, espectrometria
de masas por afinidad, y mediante el ensayo de ELISA. Se puede determinar mediante ELISA, el valor medio de p
en una preparacion concreta de CAF (Hamblett et al (2004) Clinical Cancer Res. 10:7063 - 7070; Sanderson et al
(2005) Clinical Cancer Res. 11:843 - 852). No obstante, la distribucion de los valores p (farmaco) no se puede
discernir por la unién anticuerpo-antigeno y la limitacion de la deteccién de los ELISA. Asimismo, el ensayo ELISA
para la deteccion de conjugados de anticuerpo-farmaco no determina donde se unen los restos de farmaco al
anticuerpo, tal como los fragmentos de la cadena pesada o de la cadena ligera, o los residuos aminoacidicos
concretos. Este parametro importante de distribucién se puede determinar por métodos de la presente invencion con
la separacion de las moléculas individuales de una composicién de ADC y su caracterizacion y cuantificacion. La
separacion de los constituyentes de la muestra se produce tanto en la etapa de los medios de separacion del
método y durante la etapa de espectrometria de masas. La alta selectividad de la etapa de medios de separacion de
los métodos de la invencion proporciona la separacion y purificacién de los componentes individuales de ADC a
partir de muestras bioldgicas complejas y heterogéneas. La alta resolucion y exactitud de la etapa de espectrometria
de masas de los métodos de la invencion proporciona la deteccion y cuantificacion de los constituyentes de ADC
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separados.

Los métodos de la invencion pueden determinar la cantidad de farmaco unido por anticuerpo (carga) de ADC y la
distribucion de los restos de farmaco en fragmentos tales como la cadena pesada y la cadena ligera, e incluso para
localizar restos de farmaco unidos covalentemente en loci de subfragmentos del anticuerpo, o en restos de
aminoacidos particulares.

Para algunos ADC, p puede estar limitado por el nimero de sitios de unién en el anticuerpo. Por ejemplo, cuando la
fijacion es un tiol de cisteina, como en los ejemplos de realizacién anteriores, un anticuerpo puede tener solo uno o
varios grupos tiol de cisteina, o puede tener solo uno o varios grupos tiol suficientemente reactivos a través de los
cuales se puede fijar un enlazador. Los restos de aminoacidos menos reactivos, tales como lisina pueden ser mas
numerosos en el anticuerpo a conjugar, pero pueden ser no reactivos y no estar disponibles para la reaccion con el
resto de farmaco o reactivo de fa&rmaco-enlazador. Cargas mayores de farmaco, por ejemplo p > 5, pueden producir
agregacion, insolubilidad, toxicidad o pérdida de permeabilidad celular de ciertos conjugados de anticuerpo-farmaco.

Normalmente, menos del maximo tedrico de los restos farmacol6gicos esta conjugado con un anticuerpo durante
una reaccion de conjugacion. Un anticuerpo puede contener, por ejemplo, muchos residuos de lisina que no
reacciona con el intermedio ligador del farmaco o reactivo ligador. Solo los grupos de lisina mas reactivos pueden
reaccionar con un reactivo ligador reactivo con amina. Asimismo, solo los grupos de cisteina tiol mas reactivos
pueden reaccionar con un reactivo ligador reactivo con tiol. En general, los anticuerpos no contienen muchos, si
contienen alguno, grupos de cisteina tiol libres y reactivos que pueden estar unidos a un resto farmacolégico. La
mayoria de cisteina tiol en los anticuerpos de los compuestos de la invencién existe como puentes disulfuro y deben
reducirse con un agente reductor tal como ditiotreitol (DTT) o tris(2-carboxietil)fosfina clorhidrato (TCEP), en
condiciones de reduccion parcial o total. Adicionalmente, el anticuerpo puede ser sometido a condiciones de
desnaturalizacion, o de desnaturalizacion parcial, para revelar grupos nucleofilicos reactivos, tales como lisina o
cisteina. La carga (proporcién farmaco/anticuerpo) de un CAF puede controlarse mediante varios parametros,
incluidos: (i) limitar el exceso molar del intermedio farmaco-ligador o el reactivo ligador respecto al anticuerpo, (ii)
limitar el tiempo de la reaccion de conjugacion o la temperatura; y (iii) condiciones reductoras parciales o limitadas
para la modificacién de la cisteina tiol.

Cuando mas de un grupo nucledfilo del anticuerpo reacciona con un intermedio ligador con farmaco, o reactivo
ligador seguido del reactivo del resto farmacolégico, el producto resultante es una mezcla de compuestos CAF con
una distribucién de restos de farmaco unidos a un anticuerpo, por ejemplo, 1, 2 ,3 etc. Los métodos de cromatografia
liquida, tales como de fase inversa polimérica (PLRP) e interaccién hidréfoba (HIC) pueden separar compuestos en
la mezcla por valor de carga de farmaco. Se pueden aislar preparaciones de ADC con un solo valor la carga de
farmaco (p) ("Effect of drug loading on the pharmacology, pharmacokinetics, and toxicity of an anti-CD30 antibody-
drug conjugate”, Hamblett, K.J., et al, Resumen n® 624, American Association for Cancer Research; 2004 Annual
Meeting, March 27 - 31, 2004, Proceedings of the AACR, Volume 45, March 2004; "Controlling the Location of Drug
Attachment in Antibody-Drug Conjugates”, Alley, S.C., et al, Resumen n° 627, American Association for Cancer
Research; 2004 Annual Meeting, March 27 - 31, 2004, Proceedings of the AACR, Volumen 45, March 2004). Sin
embargo, estos ADC de valor de carga Unica todavia pueden ser mezclas heterogéneas debido a que los restos de
farmaco pueden estar unidos, a través del enlazador, en diferentes sitios en el anticuerpo.

ADMINISTRACION DE CONJUGADOS DE ANTICUERPO-FARMACO

Los conjugados de farmaco-anticuerpo (ADC) de Férmula | pueden ponerse en contacto con, o se administran a,
fuentes bioldgicas por cualquier via apropiada a la afecciéon a tratar. El ADC se administrarda normalmente a un
mamifero por via parenteral, es decir, infusiéon, subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica, intratecal y
epidural. Las fuentes bioloégicas que pueden ponerse en contacto, es decir, administrar, con el ADC de Férmula |,
incluyen: (i) mamiferos tales como un ratén, una rata, un conejo, un perro, un mono, o un ser humano; (ii) tejido de
mamifero; y (iii) células cultivadas. Las muestras biol6gicas se recogen de la fuente biolégica una vez, o a intervalos
cronometrados, periddicos o aleatorios. Las muestras biolégicas incluyen: (i) sangre, bilis, orina o heces; (li)
extractos de tejido; y (iii) medios de cultivo celular, lisados celulares o extractos celulares.

Los métodos de CL-EM de captura por afinidad de la invencién se pueden emplear en el analisis de tejidos para
determinar el mecanismo de toxicidad de los compuestos de conjugado anticuerpo-farmaco.

FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Las formulaciones farmacéuticas de conjugados terapéuticos de farmaco-anticuerpo (ADC) de Férmula | se
preparan normalmente para administracion parenteral, es decir, bolo intravenoso, inyeccién intratumoral con un
vehiculo parenteral farmacéuticamente aceptable y en una forma inyectable de dosificacién unitaria. Un conjugado
de anticuerpo-farmaco (ADC) que tiene el grado de pureza deseado esta opcionalmente mezclado con diluyentes,
vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables (Remington's Pharmaceutical Sciences (1980)
162 edicion, Osol, A. Ed), en forma de una formulacién liofilizada o una solucién acuosa.
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Los diluyentes, vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables son no toxicos para los
receptores de la fuente bioldgica a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como
fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes, incluidos acido ascérbico y metionina; conservantes (tales
como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de
bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o propil parabeno; catecol;
resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de peso molecular bajo (menos de aproximadamente
10 residuos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos, incluidos goma guar y dextrinas; azucares tales como glucosa,
manosa, sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; agentes quelantes tales como EDTA; contra-iones formadores de
sal tal como sodio; complejos metélicos (por ejemplo, complejos de proteina de Zn); y / o tensioactivos no iénicos
tales como TWEEN ™, PLURONICS ™ o polietilenglicol (PEG). Por ejemplo, las formulaciones de anticuerpos anti-
ErbB2 liofilizados se describen en el documento WO 97/04801, que se incorpora expresamente en este documento
por referencia.

Los ingredientes farmacéuticos activos también pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo,
mediante técnicas de coacervacién o mediante polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o
microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de liberaciéon de
farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y
nanocapsulas) o en macroemulsiones. Tales técnicas se divulgan en Remington's Pharmaceutical Sciences 162
edicion, Osol, A. Ed. (1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacién sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el ADC, en las que las
matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas o microcapsulas. Ejemplos de matrices de
liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o poli(alcohol
vinilico)), polilactidas (documento US 3773919), copolimeros de &cido L-glutdmico y gamma-etil-L-glutamato, acetato
de etilen-vinilo no degradable, copolimeros degradables de acido lactico-acido glicélico tales como LUPRON DEPOT
™ (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicolico y acetato de leuprolida), y
acido poli-D - (-) -3-hidroxibutirico.

METABOLITOS DE LOS CONJUGADOS DE ANTICUERPO-FARMACO

En el presente documento también se describen productos metabdlicos in vivo de los compuestos de ADC descritos
en el presente documento. Tales productos pueden resultar, por ejemplo, de la oxidacion, reduccion, hidrolisis,
amidacién, esterificacion, escision enzimatica, y similares, del compuesto administrado. De acuerdo con lo anterior,
la divulgacién incluye compuestos nuevos y no evidentes producidos por un proceso que comprende poner en
contacto un compuesto de Férmula | con un mamifero durante un periodo de tiempo suficiente para producir un
producto metabdlico del mismo.

Los productos metabolitos normalmente pueden identificarse mediante la administracion de la mezcla del conjugado
anticuerpo-farmaco en una dosis detectable (por ejemplo, mayor que aproximadamente 0,5 mg / kg) a un animal tal
como rata, ratén, cobaya, mono, o ser humano, dejando tiempo suficiente para que se produzca el metabolismo
(normalmente de aproximadamente 30 segundos a 30 horas) y aislando sus productos metabolizados del
procesamiento de la orina, sangre u otras muestras bioldgicas. Las estructuras del metabolito se determinan por los
métodos de espectrometria de masas de la invencion.

FARMACOCINETICA

El control de los niveles circulantes de una terapéutica para las determinaciones farmacocinéticas (FC) en un
mamifero, incluyendo la semivida, el aclaramiento, el area bajo la curva (AUC) y el volumen de distribucion, es
necesario para establecer los limites de seguridad / toxicidad y el régimen de dosificacion apropiado (Welling, P.
(1997) Pharmacokinetics Processes, Mathematics, and Applications, 2nd Ed., American Chemical Society,
Washington, DC). La biodisponibilidad es el grado hasta el cual el compuesto administrado alcanza la circulacion
general desde la forma de dosis administrada, normalmente expresado como un porcentaje de la dosis
administrada. La semivida de un compuesto es el tiempo requerido para que el 50 % de la concentracién plasmatica
maxima del compuesto se elimine por excrecion o biotransformacion (metabolismo). El indice terapéutico expresa la
selectividad del compuesto entre la actividad terapéutica deseada y los efectos secundarios toxicos no deseados.
Las mediciones farmacocinéticas de los métodos de la invencion dilucidan la absorcién, distribucién, metabolismo y
excrecion (ADME) de los anticuerpos y los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC).

Cuando se administra in vivo, el conjugado anticuerpo-farmaco puede sufrir hidrélisis, escisién del resto de farmaco,
desnaturalizacién del anticuerpo, glucuronidacion, oxidacién, u otros acontecimientos de degradacion metabdlica.
Los métodos de espectrometria de masas y captura por afinidad basada en esferas de la invencién se desarrollan
para caracterizar con exactitud y medir los productos de estos acontecimientos.
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PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

Un compuesto conjugado anticuerpo-farmaco (ADC) de Férmula I, y, opcionalmente, un anticuerpo de Férmula |
donde p es 0, o fragmentos de anticuerpo o metabolitos de anticuerpo del mismo, se administra a, o esta en
contacto con, una fuente biolégica seleccionada de un mamifero, tejido, cultivo de células, plasma o suero. Se sabe
que el andlisis de las muestras de suero y plasma es problematico debido a su alto fondo proteémico, es decir,
muchas proteinas y otros analitos. Después de un cierto periodo de tiempo, que va desde minutos, horas, dias, se
recoge una muestra biolégica que comprende el compuesto conjugado anticuerpo-farmaco que tiene la Férmula |, o
fragmento o metabolito del mismo. La muestra biolégica puede recogerse por cualquier medio, incluyendo la
extraccion de un fluido mediante una jeringuilla o canula. La muestra biolégica puede ser sangre o productos
sanguineos tales como suero, plasma o similar, liquido cefalorraquideo u otro fluido corporal, por ejemplo, saliva,
orina, linfa, bilis, heces, sudor, o aliento.

Las muestras biolégicas se procesan para formar muestras de analisis por procedimientos convencionales que
incluyen: formulacién, inmovilizacion, centrifugacion, aislamiento, digestion, induccién o prevencién de la
coagulacién de las células sanguineas, hidrélisis o purificacion.

El procesamiento de muestras bioldgicas sirve para eliminar las impurezas y reducir la heterogeneidad de la muestra
que puede dificultar la separacion de los constituyentes de la muestra o impedir la recoleccién de datos o el andlisis.
Como alternativa, o ademas de, el procesamiento simplifica la manipulacién de la muestra, conserva de la
degradacién, minimiza el volumen de muestra, o selecciona los constituyentes de la muestra (analitos) de interés en
el analisis de espectrometria de masas. Como alternativa, o ademas de, el procesamiento convierte las muestras
biolégicas en metabolitos, fragmentos, o derivados que son de interés en la determinacion del metabolismo del
farmaco o los efectos farmacocinéticos.

CAPTURA DE MUESTRAS DE ANALISIS PROCESADAS

El compuesto conjugado anticuerpo-farmaco (ADC) de Férmula |, y, opcionalmente, un anticuerpo de Férmula |
donde p es 0, o fragmentos de anticuerpo o metabolitos de los mismos se capturan sobre esferas de inmunoafinidad
donde las esferas tienen un antigeno inmovilizado especifico para el anticuerpo o el farmaco del ADC. Un antigeno
especifico para el anticuerpo del conjugado anticuerpo-farmaco administrado esta biotinilado y unido a esferas
paramagnéticas recubiertas con estreptavidina a través de una fuerte interaccion biotina-estreptavidina (Kp= 10"15M).
La Figura 1a ilustra una realizaciéon a la que se refiere como la captura del DEC. Los anticuerpos (MADb) y los
conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) se unen al DEC (dominio extracelular) de una proteina DEC biotinilada
que esta unida a una esfera paramagnética recubierta con estreptavidina en contacto con un iman. La Figura 1b
ilustra otra realizacién de captura del DEC, en el que los anticuerpos (MADb) y los conjugados de anticuerpo-farmaco
(ADC) se unen al DEC (dominio extracelular) de una proteina DEC que esta unida covalentemente a una esfera. La
esfera puede estar configurada en un formato de columna o suelta en un pocillo. La Figura 2 ilustra otra realizacién
de la captura del anticuerpo-resto de farmaco, en el que los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) se unen a un
anticuerpo monoclonal anti-farmaco biotinilado (MAb anti-farmaco-biotina) que esta unido a una esfera
paramagnética recubierta con estreptavidina en contacto con un iman.

La esfera de inmunoafinidad puede comprender un monolito de polimero poroso y puede estar configurada en un
canal de flujo a través en comunicacion fluida con un depésito de recogida. Las esferas pueden estar contenidas en
un recipiente de flujo continuo, tal como una columna o un embudo en el que la muestra de la fuente biolégica se
introduce en un extremo u orificio, y una muestra se eluye en el otro extremo u orificio. Las esferas de
inmunoafinidad pueden estar distribuidas en una pluralidad de recipientes de flujo continuo, cada uno en
comunicacién con un deposito de recogida separada. Los vasos y depdsitos pueden estar configurados en un
formato de 96 pocillos de microtitulacién de 12 x 8 columnas y filas, o un formato de 384 pocillos de microtitulacion
de 24 x 16 columnas y las filas para los propdsitos de la automatizacién y la reproducibilidad de los resultados.

Las muestras de plasma o suero del mamifero (fuente biolégica) que recibieron la composicion de conjugado
anticuerpo-farmaco se aplican a las esferas mediante pipeteo manual o dispensacion robética automatica. Las
esferas pueden estar configuradas en un pocillo u otro recipiente o configuradas en una columna, u otro dispositivo
de flujo continuo donde se introduce la muestra en un extremo u orificio, y el efluente lavado o la muestra eluida se
eluye por el otro extremo u orificio. Se deja que se unan los constituyentes de la muestra especificos para el
antigeno de union a la esfera. Las esferas se lavan para enjuagar las proteinas no especificas y otros constituyentes
de la muestra no especificos. Los anticuerpos unidos se pueden desglicosilar sobre las esferas, por ejemplo, con
PNGasaF. Los constituyentes de la muestra unidos pueden eluirse en una placa de la muestra, con los vasos o
pocillos que reciben segregados. Las muestras eluidas pueden abordarse después mediante pipeta manual o
mediante transferencia robdtica y se separaron por cromatografia de fase inversa y los constituyentes de la muestra
separados se analizan por espectrometria de masas.

La justificacion para el uso de esferas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina incluye: (i) la fuerte interaccion

estreptavidina-biotina (Ko= 107'5M), (ii) el analito inmovilizado con estreptavidina / biotinilado es un método probado,
(iii) la alta capacidad de unidén (material suficiente para proteinas intactas), (iv) unién inespecifica baja (v) la elucion
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de la muestra con disolventes compatibles con espectrometria de masas, (vi) la buena recuperacién de la muestra
de las esferas, y (vii) la facilidad de uso y posibilidad de automatizacion.

La muestra biologica puede digerirse con digestiéon con tripsina. Para la digestion con tripsina, las muestras pueden
reducirse con DTT, S-carboximetilarse con yodoacetato de sodio, y después digerirse con tripsina. Las muestras
digeridas se pueden analizar mediante: (i) HPLC de fase inversa, por ejemplo, columna Nucleosil C18; (ii)
cromatografia de exclusion por tamano (CET), por ejemplo, columna TSK 3000SWxL; o (iii) cromatografia de
afinidad con boronato usando una columna de TSK Boronate.

SEPARACION DE LOS COMPONENTES DE LA MUESTRA

Para formar la muestra de analisis, la muestra biolégica puede aplicarse a un medio de separacion para efectuar la
separacion de mas de un constituyente de la muestra. Los métodos de separacion incluyen los métodos de afinidad,
cromatografia y electroforesis. Los métodos de afinidad incluyen cromatografia de afinidad, adsorcién, y matrices de
afinidad inmovilizadas. Los métodos de cromatografia incluyen HPLC, interaccion hidréfoba (CIH), intercambio
anionico, intercambio cationico, de fase inversa, de fase normal, de fase inversa de pares de iones, en capa fina, de
flujo capilar, y de exclusion por tamafo. Los métodos electroforéticos incluyen gel unidimensional, gel fino, capilar,
poliacrilamida, desnaturalizacion, solucién nativa, libre, papel, de 2 dimensiones, isoelectroenfoque y el voltaje de
gradiente. Otros métodos de separacion incluyen: didlisis, centrifugacién, sedimentacion, flotacion, precipitacién,
inmunoprecipitacion, y filtracion en gel.

Los métodos de separacion pueden efectuar la separacion de los constituyentes de la muestra bioldgica mediante
una o mas propiedades fisico-quimicas, incluyendo, entre otros, tiempo de elucion, hidrofobicidad, hidrofilicidad,
tiempo de migracion, tasa, velocidad, tiempo de retencién cromatografica, solubilidad, volumen o tamafio molecular,
carga neta, estado de la carga, carga ibnica, punto isoeléctrico, constante de disociacion (pKa), afinidad del
anticuerpo, movilidad electroforética, potencial de ionizacién, momento dipolar, capacidad de enlaces de hidrégeno,
y movilidad de iones en fase gaseosa.

La baja tasa de flujo mediante infusién de flujo capilar en el dispositivo de entrada de espectrometria de masas
facilita la sensibilidad de la deteccion de masas, lo que permite detectar y caracterizar los analitos de concentracién
mas baja y las especies de mayor peso molecular tales como proteinas intactas y conjugados de anticuerpo-
farmaco.

ESPECTROMETRIA DE MASAS DE COMPONENTES SEPARADOS DE LA MUESTRA

La preparacion de muestras de conjugado anticuerpo-farmaco para el analisis de espectrometria de masas puede
llevarse a cabo generalmente de acuerdo con técnicas conocidas. Véase: "Modem Protein Chemistry: Practical
Aspects", Howard, G.C. y Brown, W.E., Eds. (2002) CRC Press, Boca Raton, Fl.

Los métodos de la invencion son adecuados para el andlisis de mezclas de anticuerpos derivadas de muestras
biol6gicas, donde los diferentes componentes quimicos de la mezcla se aislan por primera vez, se separan o se
separan parcialmente por uno o mas procesos, incluyendo cromatografia de afinidad o que hacen que los
constituyentes eluyan secuencialmente o en lotee, 0 que se detecten directamente por espectrometria de masas.
Varias caracteristicas estructurales y propiedades de los anticuerpos se pueden aclarar a partir del analisis de
espectrometria de masas, incluyendo: fragmentacién, desamidacién, glicacion, la oxidacién, informacién de la
secuencia parcial, por ejemplo N-terminal y C-terminales, dimero y estados de agregacién. Uno o mas
constituyentes quimicos en la muestra biolégica se pueden caracterizar de una manera altamente especifica
mediante la medicién de su masa exacta, ya que el conjugado anticuerpo-farmaco administrado es de secuencia,
estructura y peso molecular conocidos.

Diversos sistemas de espectrometria de masas capaces de una exactitud de masa alta, alta sensibilidad y alta
resolucion se conocen en la técnica y pueden emplearse en los métodos divulgados en el presente documento. Los
analizadores de masas de dichos espectrometros de masas incluyen, pero no se limitan a, cuadrupolo (Q), el tiempo
de vuelo (TOF), trampa de iones, sector magnético o FT-ICR o combinaciones de los mismos. La fuente de iones
del espectrémetro de masas debe producir principalmente iones moleculares de la muestra, o iones
pseudomoleculares, y ciertos iones de fragmentos caracterizables. Ejemplos de este tipo de fuentes de iones
incluyen fuentes de ionizacion a presion atmosférica, por ejemplo, ionizacién por electropulverizacién (ESI) e
ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) e ionizacidn por desorcion laser asistida por matriz (MALDI). ESly
MALDI son los dos métodos méas empleados para ionizar proteinas para el andlisis de espectrometria de masas. ESI
y APCI son las técnicas de fuentes de iones mas utilizadas para el andlisis de moléculas pequefas mediante LC/EM
(Lee, M. "LC/MS Applications in Drug Development" (2002) J. Wiley & Sons, New York).

La ionizacion por desorcion laser de superficie potenciada (SELDI) es un ejemplo de una técnica de ionizacion
basada en la superficie que permite la espectrometria de masas de alto rendimiento (documento US 6020208).
Normalmente, la SELDI se utiliza para analizar mezclas complejas de proteinas y otras biomoléculas. La SELDI
emplea una superficie quimicamente reactiva, tal como un "chip de proteina" para interaccionar con los analitos, por
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ejemplo, proteinas, en la solucién. Tales superficies interaccionan selectivamente con los analitos y los inmoviliza
sobre la misma. Por lo tanto, los analitos se pueden purificar parcialmente en el chip y después analizar rapidamente
en el espectrometro de masas. Al proporcionar multiples restos reactivos en diferentes sitios sobre una superficie de
sustrato, el rendimiento puede aumentar.

En los sistemas funcionales, el espectrémetro de masas medira con exactitud la masa de una especie quimica de
interés dentro de 20 ppm de su masa exacta o calculada, y normalmente dentro de 5 ppm o menos de su masa
exacta o calculada. Los analizadores de masas disponibles comercialmente analizadores pueden muestrear y
registrar todo el espectro de masas de forma simultdnea y con una frecuencia que permite adquirir suficientes
espectros para una pluralidad de componentes en la mezcla para asegurar que la intensidad de la sefal de
espectrometria de masas o el area del pico es cuantitativamente representativa. Esto también asegurara que los
tiempos de elucién observados para todas las masas no se modificarian o distorsionaran mediante el analizador de
masas y que ayudaria garantizar que las medidas cuantitativas no se vean comprometidos por la necesidad de
medir la abundancia de sefales transitorias.

ESPECTROMETRIA DE MASAS DE IONIZACION PR ELECTROPULVERIZACION (ESI)

Se logra una mayor sensibilidad con caudales inferiores debido al aumento de la eficiencia de ionizacion del analito
(Gale et al (1993) Rapid Commun. Mass Spectrom. 7:1017). Por lo tanto, al realizar la inyeccién por
electropulverizacion de un fluido que contiene la muestra a velocidades de flujo en el rango de nanolitros por minuto
proporciona una cuantificacién precisa después de la calibracién adecuada, y una sensibilidad elevada para un
analito contenido en el fluido cuando se combina con espectrometria de masas. Se han notificado sistemas y
dispositivos, incluyendo una micro-columna consolidada y miniaturizada y una matriz de micro-columna que tiene
adsorbentes cromatograficos de afinidad, que ofrecen una alta selectividad y sensibilidad, y el andlisis cualitativo
preciso como frontal para la EM (documento US 6811689; documento US 6020208; documento US 6579719).

Las masas de compuestos de peso molecular relativamente alto, tales como anticuerpos, pueden detectarse en-
proporciones entre la masa y la carga (m / z) que se determinan facilmente mediante la mayoria de los
espectrometros de masas (intervalos tipicos m / z de hasta 2000 a 3000). La espectrometria de masas de ionizacién
por electropulverizacion ESI-MS, en particular, es adecuada para compuestos cargados, polares o basicos y para el
andlisis de compuestos con multiples cargas con excelentes limites de deteccion. De este modo la ESI permite la
deteccion y caracterizacion de biomoléculas grandes, tales como anticuerpos y conjugados de anticuerpo-farmaco
con un peso molecular (PM) de 150. 000 o superior. Con iones de masa alta, se observa normalmente una serie de
iones moleculares de carga mudltiple. El peso molecular de los iones positivos se determina multiplicando la
proporcion de m/z medida con el nimero de cargos (n) menos la masa del catién (C+) por el nUmero de cargas (n)
en dicho ion.

El método ESI permite controlar la presencia o ausencia de fragmentacion mediante el control de los potenciales de
lentes de interfaz. La ionizacion por electropulverizacion (ESI) es compatible con los métodos de separacién de
liquidos (frontal), asi como los métodos de deteccion de espectrometria de masas (trasero) ("espectrometria de
masas de lonizacion por electropulverizacion: Fundamentals, Instrumentation, and Applications”, Cole, R.B., Ed.
(1997) Wiley, New York.

Los datos de ESI-MS pueden adquirirse mediante la realizacion del promedio de una serie de exploraciones y
suavizar los datos para proporcionar un buen pico de intensidad y forma. Para los compuestos de baja masa, los
picos mas abundantes observados son a menudo los iones [M + H] + en el modo de ion positivo y [MH] - en el modo
de ion negativo. También se pueden observar iones con carga doble y triple, asi como dimeros. Los iones positivos
con carga doble seran observados en una masa (PM + 2C +) + 2, donde PM es el peso molecular y C + es el catién
ionizante, tal como H*, Na*, o NH4+*. A excepcion de los compuestos de muy baja masa, los iones detectados
tendran multiples cargas. Debido a las suaves condiciones (bajo potencial de ionizacién) de ESI, por lo general se
observan solo iones moleculares. Los espectros de ESI pueden tener varios picos de iones moleculares que difieren
en la relacién masa a carga debido a varios nimeros de cargas que el ion posee.

Una solucién diluida de una muestra, por ejemplo, ADC u otra biomolécula puede ser bombeada lentamente a través
de una aguja hipodérmica para el analisis ESI-MS. La muestra se puede introducir a través de inyeccion de flujo o
CL /EM. Los caudales tipicos oscilan entre menos de 1 microlitro (I) por minuto hasta aproximadamente un mililitro
(ml) por minuto. ESI es particularmente adecuado para moléculas biolégicas grandes que son dificiles de vaporizar o
ionizar. La aguja se mantiene a una alta tension y el fuerte campo eléctrico en el extremo de la aguja carga la
solucién nebulizada y crea gotitas cargadas. Las gotitas cargadas evaporan agua para producir, en Ultima instancia,
iones moleculares que viajan en la cdmara de vacio a través de un pequefio orificio. Durante el proceso de
evaporacién del disolvente, el complejo unido no covalentemente se transfiere desde la solucién a la fase de gas.
(Hu et al (1994)). Normalmente se requieren condiciones desolvatacién suaves para mantener el complejo en fase
gaseosa intacta. El orificio puede calentarse para garantizar que los iones estan completamente desolvatados.
Algunos sistemas de EM pueden emplear un gas calentado contra-fluido. Las gotitas cargadas se emiten desde una
aguja hipodérmica y encogen a medida que evaporan el disolvente antes de entrar en una camara de vacio. Se
pueden usar flujos de calor y gas para ayudar a la desolvatacion La cantidad de muestra requerida para las
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mediciones de ESI puede reducirse mediante la reduccion del flujo de fluido mediante el uso de emisor de
electropulverizacion capilar, puntas, un proceso conocido como nanoelectropulverizacion. Los métodos de
nanoelectropulverizacién pueden producir una sefial constante durante aproximadamente 10-30 minutos para una
muestra de 1 pl. Se ha demostrado que el flujo bajo aumenta la eficiencia idnica y reduce la supresion de iones. Los
métodos de nanoelectropulverizacion se utilizan con frecuencia para los estudios de proteinas EM / EM (Korner et al
(1996) J. Am. Soc. Mass Spectrom. 7:150 - 156; Mann, M. and Wilm, M. (1996) Anal. Chem. C8:1 - 8.

El ESI de proteinas produce iones de multiples cargas con el nimero de cargas que tienden a aumentar a medida
que aumenta el peso molecular. El nimero de cargos en una especie i6nica dada puede determinarse por métodos
tales como: (i) comparar dos estados de carga que se diferencian por una carga y resolver ecuaciones simultaneas;
(li) buscar especies que tienen la misma carga pero diferentes masas de aductos; y (iii) examinar de las relaciones
de masa-carga para los grupos isotépicos resueltos. Los métodos de ESI y ESI-MS y los parametros necesarios
para llevar a cabo estos métodos son bien conocidos en la técnica. La delicadeza del proceso de ionizacion por
electropulverizacion permite que los conjugados de anticuerpos intactos se detecten directamente por
espectrometria de masas.

En un ejemplo, un espectro de masas Q1 de la proteina, anticuerpo, fragmento de anticuerpo o conjugado de
anticuerpo (grandes moléculas) se ejecuta como parte del método. Se puede obtener un espectro de masas Q1 de
calidad adecuada de una molécula grande. Dado que existe un potencial para que la cubierta de la proteina cambie,
todos los disolventes utilizados para la cromatografia estan recién hechos y el acido se afiade al disolvente de
elucién para posicionar la cubierta del espectro en el intervalo observado. Para las proteinas de 2100.000 unidades
de masa, un &cido tal como acido formico puede usarse en aproximadamente 0,1% (volumen) en los disolventes de
elucion, por ejemplo, tanto un disolvente A (agua) como el B (acetonitrilo). Se puede usar un acido fuerte, tal como
acido trifluoroacético (TFA), TFA al 0,05 % (volumen) para las proteinas con <100,000 unidades de masa. Dado que
se reduce la cantidad de &cido férmico, el anticuerpo glicosilado intacto, trastuzumab, capta més carga, cambiando
la cubierta mas a la izquierda y en el intervalo observado de m / z (1800-3000 m / z). Dado que el potencial (DP) de
desagrupamiento aumenta de 30-120V a aproximadamente 70-190V, la carga en el anticuerpo aumenta aun mas.
Asi, la tension aplicada, la composicion del disolvente y los agentes de emparejamiento de iones son factores a
tener en cuenta y ajustar. El potencial de la desagrupamiento (PD) puede incrementarse (en rampa) para adquirir
una resolucién suficiente para seleccionar la mejor gama de iones de carga. Se puede obtener linealidad se puede
obtener en una amplia gama de m / z. La desglicosilacién del anticuerpo ayuda a cuantificar el anticuerpo intactos o
la cadena pesada, fragmentos de ADC. La glicosilacién contribuye a una menor eficiencia de ionizacién y a una
sensibilidad, por lo tanto, reducida. Cuando la cuantificacion de anticuerpo o fragmento de anticuerpo conjugados, la
desglicosilacion del anticuerpo puede reducir la heterogeneidad del espectro de masas, aumentar la sensibilidad y
simplificar de este modo el andlisis.

Se usan tablas de desconvolucién para determinar la relacién exacta entre la masa y la carga (m / z) para cada
especie para su cuantificacion. Las aplicaciones de software Deconvolution tal como Analista ™ QS (Applied
Biosystems, Foster City, CA) estan disponibles y / o provistos de espectrometros de masas comercialmente. El
software de desconvolucién generalmente proporciona al usuario una tabla de masas desconvolucionadas asi como
una subtabla de iones m / z utilizados para calcular estas masas

Ejemplos

Ejemplo 1Analisis de compuestos conjugados de anticuerpo-farmaco anti-MUC16 en plasma y suero

Un conjugado anticuerpo-farmaco anti-MUC16, 3A5-MC-vc-PAB-MMAE, "Anti-MUC16 ADC" que tiene la estructura:

0 H ©Q OH
H
o 0 /O/\O)LT?I(N;&’\F;\\FMN\ Y j
NMVaI-Cit—H (o) o. 0 0.0
p

donde p (DAR) es 1, 2, 3, 0 4, Val es valina, Cit es citrulina, y Ab es una cisteina modificada por ingenieria, la
variante mutante de la cadena pesada A118C de 3A5, un anticuerpo monoclonal anti-MUC16, se analizé en
muestras de plasma y de suero. La variante del anticuerpo 3A5 reconoce epitopos en el dominio extracelular (DEC)
de MUC16, una proteina transmembrana de la superficie celular que se sobreexpresa en los canceres ovaricos
epiteliales humanas (COE) en comparacion con los tejidos humanos normales, y se internaliza tras la unién a
MUC16 y pasa a los lisosomas, permitiendo asi la liberacién dirigida del resto de farmaco auristatina MMAE en las
células tumorales positivas para MUC16 (documento WO 2007/001851; documento de EE.UU. N° de serie
60/916657, fecha de presentacién 8 de mayo de 2007 CYSTEINE ENGINEERED ANTI-MUC16 ANTIBODIES AND
ANTIBODY DRUG CONJUGATES"). El A118C (numeracion de la UE) mutante se seleccion6 por su reactividad de
tiol optimizado con reactivos de farmaco-enlazador de acuerdo con el documento US 2007/0092940.

Ab-S__ ~
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El ADC anti-MUC 16 (3A5-MC-vc-PAB-MMAE) se caracterizé mediante los siguientes métodos de espectrometria de
masas y captura de inmunoafinidad por esferas para medir las cantidades relativas de los constituyentes de la
muestra de ADC con diferentes relaciones farmaco-anticuerpos (DAR) en plasma o suero. El método identificé con
éxito los constituyentes de la muestra de ADC esperados en el intervalo de concentracién analizado (1,25 a 50 pg/ml
en un volumen de muestra de 50 pl), lo que indica que no habia pérdidas selectivas durante la caracterizacién EM
con captura por afinidad. No se observaron efectos significativos de la matriz a través de plasma o suero de
diferentes especies. Los resultados del plasma de rata, mono cynomolgus y ser humano fueron comparables con los
obtenidos a partir de mezclas de ADC enriquecidas contra-MUC16 en tampén de PBS con BSA al 5 %. También se
obtuvieron resultados comparables a partir de muestras de plasma y suero en las matrices de rata, mono
cynomolgus. Se establecié una matriz de estabilidad de congelacion/descongelacion a corto para las mezclas de
anti-MUC16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-MMAE) tanto en plasma de rata (hasta 3 ciclos) como en suero de cynomolgus
(hasta 6 ciclos). Las muestras procesadas se mantuvieron n en un muestreador automatico fijado para mantener 2
°C - 8 °C durante aproximadamente 13 horas.

El rendimiento del ensayo del método de esferas de inmunoafinidad / EM se caracterizé para la mediciéon de las
cantidades relativas de mezclas de ADC anti-MUC16 con diferentes valores de carga del farmaco, p = 0 (anticuerpo
desnudo), 1 (un farmaco por anticuerpo), y 2 (dos farmacos por anticuerpos), en plasma o suero. Los patrones del
anticuerpo desnudo (p = 0) y ADC (p = 1 y 2) se combinaron para obtener mezclas de composicion conocida. Las
mezclas estandar se enriquecieron en el plasma (rata, mono cynomolgus y ser humano) y suero (por ejemplo, la rata
y el mono cynomolgus) y se recuperaron por captura de afinidad con DEC rhu MUC16 biotinilado inmovilizado sobre
esferas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina. Los constituyentes de ADC de anti-MUC16 capturados se
lavaron, se desglicosilaron y se eluyeron de las esferas y se analizaron por CL de flujo capilar acoplada a deteccion
de espectrometria de masas de cuadrupolo con tiempo de vuelo. Se seleccioné una ventana de tiempo
representativa del cromatograma de iones totales (CIT) que contiene las sefales de los constituyentes contra-
MUC16 ADC para obtener el espectro de masas extraido. Tras la desconvolucién del espectro de masas, se
utilizaron las areas de los picos para los constituyentes anti-MUC16 ADC con p = 0, 1, o 2 para calcular las
cantidades relativas de anti-MUC16 ADC con diferente carga de farmaco (p) en plasma o suero.

El DEC MUC 16 humano biotinilado se inmovilizd sobre esferas recubiertas con estreptavidina y se utiliza para
capturar Anti-MUC16 ADC mediante la incubacién con las muestras de plasma o suero del estudio a temperatura
ambiente. Por ejemplo, las esferas pueden ser esferas de SEPHAROSE® de aproximadamente 10-100 micrémetros
de diametro. Si las esferas son paramagnéticas, después de la union de los constituyentes de la muestra, las
esferas paramagnéticas se mantienen en su lugar por el iman, lo que permite la segregacion, el aislamiento y el
lavado de los constituyentes de la muestra unidos a las esferas. Si las esferas no son paramagnéticas, las esferas
pueden configurarse en una columna con una entrada y salida para el flujo de la fase mévil. Los constituyentes de la
muestra se pueden eluir como la muestra de analisis procesada con un medio de eluciéon o tampoén, por ejemplo, con
concentraciones elevadas de acido y sustancias organicas, y la muestra eluida se puede recoger para su aplicacion
a los medios de separacion para efectuar la separacion de los constituyentes de la muestra, seguido de
espectrometria de masas. El tampon de lavado no especifico tipico es acuoso y puede incluir acetato de sodio y
cloruro de sodio a un pH de aproximadamente 7,4. El tampdn de elucién de la muestra de anticuerpos tipico es
acuoso y puede contener un alcohol de bajo peso molecular tal como isopropanol, acetonitrilo, u otro disolvente
organico, y un &cido tal como &cido férmico, a un pH de 2-4. Después de la elucién, las esferas de DEC
inmovilizadas se pueden recoger, reutilizar o eliminar.

Alternativamente, las esferas de SEPHAROSE® pueden portar una funcionalidad amino-reactiva tal como éster de
NHS (N-hidroxisuccinimida) que puede reaccionar (acoplarse a) con la proteina DEC. Los grupos amino reactivos de
la proteina DEC, tales como cadenas laterales de lisina, desplazan el grupo NHS, de modo que forman un enlace
amida estable entre el DEC y la esfera. Un tamp6n de acoplamiento tipico es acuoso y puede incluir sales
seleccionadas de fosfato, bicarbonato de sodio y cloruro de sodio en o cerca de pH neutro, por ejemplo, pH 7-9. El
excedente de la funcionalidad reactiva no acoplada se puede tapar con una amina reactiva de bajo peso molecular,
tal como etanolamina en medio acuoso y puede incluir sales seleccionadas de bicarbonato de sodio y cloruro de
sodio en o cerca de pH neutro, por ejemplo, pH 7-9.

Las esferas se pueden configurar en un formato de columna, con una entrada y salida para las soluciones de elucion
de lavado. Una realizacion comercialmente disponible de esferas de SEPHAROSE® activadas con NHS incluye una
columna de afinidad de 1,0 ml HiTrap NHS HP (Amersham).

Tras la captura por afinidad, el anti-MUC16 ADC unido (3A5-MC-vc-PAB-MMAE) se aisl6 y se desglicosilé. Esta
ultima etapa se utilizé para reducir la heterogeneidad de la muestra y simplificar los espectros de masas. Después
de varios lavados para eliminar las proteinas del plasma unidas no especificamente, los constituyentes de la
muestra de ADC Anti-MUC16 se eluyeron con el agua que contiene 30 % de acetonitrilo y 1 % de acido formico y se
inyectaron en un sistema de CL capilar de fase inversa. Los constituyentes de la muestra (analitos) se ionizaron
mediante pulverizacién idnica turbo y se detectaron mediante espectrémetro de masas cuadrupolo con tiempo de
vuelo Q-Star XL operado en el modo TOF-MS positivo. Una ventana de tiempo representativa del cromatograma de
iones totales (TIC) se selecciond para obtener el espectro de masas. El espectro de masas se desconvolucién y las
areas de los picos se obtuvieron para cada constituyente de la muestra de Anti-MUC 16 ADC de interés. Se

24



10

15

20

25

30

35

40

ES 2544971 T3

calcularon las proporciones relativas del constituyente de la muestra anti-MUC16 ADCp =0, 1,y 2.
Se evaluaron los siguientes parametros del ensayo.

Eficiencia de ionizacion: Patrones de referencia anti-MUC16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-MMAE) con p = 0, 1,y 2
especifica (DAR-0, DAR-1 y DAR-2, respectivamente) se mezclaron en diferentes proporciones (por ejemplo,
33:33:33 y 30:60:10). Después, la mezcla se incubd a 37 °C durante la noche para desglicosilacion. La mezcla
desglicosilada se diluyé hasta aproximadamente 30 pg/ml y se inyecté una alicuota de 10 pl directamente en la
CL/EM para el andlisis.

Se obtuvo el cromatograma de iones totales de los constituyentes de la muestra ADC anti-MUC16 (3A5-MC-vc-PAB-
MMAE) con p =0, 1,y 2 (DAR-0, DAR-1 y DAR-2) en una proporcién de 30: 60:10 en HBS-EP y se seleccion6 una
ventana de tiempo representativa que contiene las sefiales del ADC. Las ventanas de tiempo pueden cambiar
debido a variaciones en las condiciones de CL. El espectro de masas correspondiente se extrajo y se mostré la
caracteristica cubierta de la carga para los constituyentes de la muestra ADC. La desconvolucion del espectro de
masas gener6 una tabla del area del pico con el correspondiente espectro de masas desconvolucionado. Sobre la
base de las masas moleculares de los constituyentes de la muestra anti-MUC16 ADC se identificaron tres picos
principales como DAR-O, DAR-1 y DAR-2 a aproximadamente 144.834 Da, 146.033 Da y 147.223 Da,
respectivamente. Sin calibracion interna, la exactitud de la masa del instrumento fue de aproximadamente + 50 Da.
Otros picos menores se debian en gran parte al fondo de la matriz, aductos, y / o heterogeneidad de los materiales
de referencia. No dieron lugar a ningun impacto significativo para el calculo de las cantidades relativas de los
constituyentes de la muestra ADC y, por lo tanto, no se usaron en los calculos de relacién posteriores. Las tres areas
de los picos individuales se sumaron como el area total del pico y se calculd la relacién porcentual relativa de cada
constituyente de la muestra de anti-MUC16 ADC. Los datos se resumen en la Tabla 1A'y 1B (mas adelante) para las
dos mezclas enriquecidas, respectivamente. Se analizaron tres repeticiones para cada composicion enriquecida.
Claramente, la exactitud media estaba en el intervalo de 70 % a 130 %. Por consiguiente, se llegd a la conclusién
de que los constituyentes de la muestra de el anti-MUC16 ADC con DAR-0, DAR-1 y DAR-2 no demostraron
ninguna diferencia significativa en su eficiencia de ionizacién en el modo de pulverizacion i6nica turbo en modo
positivo.

Tabla 1. Proporciones relativas de los constituyentes de la muestra de anti-MUC 16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-MMAE)
en tampén HBS-EP medidas directamente mediante CL/EM para las mezclas conocidas de DAR 0, DAR 1y DAR 2

A: B:
Enriquecido (%) Medido (%) Enriquecido (%) Medido (%)
DARO/DAR1/DAR2 | DARO | DAR1 | DAR2 DARO/DAR1/DAR2 | DARO| DAR | DAR2
30 38 32 31 61 8
33/33/33 31 36 33 30/60/10 31 60 9
31 37 32 31 61 8
Media 31 37 32 Media 31 61 8
SD 0,4 0,8 0,6 SD 0,1 0,5 0,6
RSD (%) 1,1 2,3 1,7 RSD (%) 0,4 0,8 7,4
Exactitud (%) 93 110 97 Exactitud (%) 103 101 82

Selectividad: Para confirmar que no habia pérdidas selectivas durante la captura por afinidad de los componentes
DMUC4064A con rhuMUC16 ECD, patrones de DMUC4064A conocidos con diferentes DAR se enriquecieron a
varias concentraciones en plasma de rata y se analizaron mediante EM de afinidad. La Tabla 2 muestra las
proporciones medidas frente a las proporciones enriquecidas tedricas para DAR-0, DAR-1 y DAR-2 a 10:30:60,
30:60:10 y 33:33:33, respectivamente.
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Tabla 2 Proporciones medidas frente a las proporciones enriquecidas para los constituyentes de la muestra de anti-
MUC 16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-MMAE) en plasma de rata medidas mediante EM de afinidad

Proporcion enriquecida (%) Proporcion medida (%)
DAR 0/DAR 1/DAR 2 DARO DAR 1 DAR 2
11 31 59
10/30/60 10 30 60
11 30 59
Media 11 30 59
SD 0,9 0,6 0,6
RSD (%) 8,6 1,9 0,9
Exactitud media (%) 106 101 99
28 62 9
30/60/10 30 61 9
30 60 10
Media 29 61 10
SD 0,8 1,0 0,2
RSD (%) 2,8 1,6 2,1
Exactitud media (%) 98 102 95
28 34 38
33/33/33 28 34 38
28 34 38
Media 28 34 38
SD 0,1 0.4 0,3
RSD (%) 0,5 1,3 0,9
Exactitud media (%) 84 102 117

La exactitud media estaba en el intervalo de 70 % a 130 % para tres constituyentes de la muestra anti-MUC16 ADC
de DAR-0, DAR-1 y DAR-2 en diferentes composiciones, lo que indica que las esferas de DEC de afinidad
modificada fueron capaces de recuperar los ADC sin pérdidas selectivas de plasma y con una exactitud demostrada
aceptable.

Efectos de la matriz en diferentes especies: Los patrones de referencia de anti-MUC16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-
MMAE) con p = 0, 1, and 2 especifica se enriquecieron a una proporcion de 30:60:10 en plasma de rata, mono
cynomolgus y ser humano o en tampdn PBS con 5 % de BSA. Se utiliz6 una concentracion total DE ADC de 30 ug /
ml. Tres repeticiones para cada especie de plasma se recuperaron mediante esferas de afinidad modificadas para el
DEC y se compararon con los resultados de tampdn de PBS con 5 % de BSA, que se usé como control. El plasma
blanco de rata, mono cynomolgus y ser humano tratado mediante captura por afinidad de DEC y los constituyentes
de la muestra de anti-MUC16 ADC se analizaron mediante TIC (cromatografia de iones totales). No se encontraron
picos de analitos significativos en la ventana de tiempo d ADC tipica. Las sefales de TOF MS extraidas también
eran demasiado bajas para su desconvolucién, lo que indica que la captura por afinidad mediante el DEC MUC16
humano era relativamente limpia y se habia sometido a impactos minimos por las proteinas no especificas de las
matrices de plasma.

Los cromatogramas de TIC representativos para los constituyentes de la muestra de anti-MUC16 ADC introduciros
en plasma de rata, mono cynomolgus y ser humano se compararon con los del control de tamp6n PBS. Los patrones
cromatograficos para los constituyentes de la muestra de anti-MUC16 ADC en estas cuatro matrices capturados
mediante inmunoafinidad del DEC fueron muy similares. Se observaron patrones de distribucion DAR similares
obtenidos a partir de la ventana de tiempo de retencién cromatografica representativa entre las tres matrices de
plasma de especie y el control PBS (tampo6n). A los constituyentes de la muestra se les asigné una DAR de 0 (+0,
anticuerpo desnudo), DAR-1 (+1D, una unidad enlazadora del farmaco MC-vc-PAB-MMAE) y DAR-2 (+2D, dos
unidades enlazadoras del farmaco MC-vc-PAB-MMAE). La comparacién detallada de las cantidades relativas de los
componentes DAR-0, DAR-1 y el DAR-2 componentes se muestran en la Tabla 3. La desviacion tipica relativa global
(RSD) fue muy inferior al 30 % para las cuatro matrices analizadas. Por tanto, el método de EM de afinidad mostré
minimos efectos de matriz en las diferentes especies. La exactitud global estaba dentro del intervalo de 70 a 130 %.
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Tabla 3 Precision y exactitud para anti-MUC16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-MMAE) enriquecida en varios plasmas en
diferentes especies y tamp6n PBS

DAR 0/DAR 1/DAR 2 o o o
(30/60/10) % DAR 0 % DAR 1 % DAR 2
31 57 12
Plasma de rata 28 60 12
29 59 12
Media (plasma de rata) 30 59 12
SD (plasma de rata) 1,5 1,6 0,1
27 59 13
Plasma de mono cynomolgus 29 58 13
29 58 13
Media (plasma de mono cynomolgus) 29 58 13
SD (plasma de mono cynomolgus) 1,1 0,8 0,3
29 59 12
Plasma de humana 29 60 11
29 59 12
Media (plasma de ser humano) 29 59 12
SD (plasma de ser humano) 0,1 0,7 0,6
29 59 12
PBS con 5 % de BSA 28 59 12
27 60 13
Media (PBS) 28 60 12
SD (PBS) 1,2 0,7 0,6
Media global (4 matrices, n= 12) 29 59 12
SD global (n=12) 1,1 1,0 0,7
RSD global (% ), n =12 3,8 1,7 55
Exactitud global (% ), n =12 96 98 122

Efectos de la matriz entre el plasma y el suero: Los patrones de referencia de anti-MUC16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-
MMAE) con p = 0, 1, and 2 especifica se enriquecieron a una proporcién de 30:60:10 en matrices de plasma y de
suero de rata y de mono cynomolgus. Se observaron espectros de masas desconvolucionados comparables entre
matrices de suero y plasma en cada caso. Los valores obtenidos para las mezclas DMUC4064A de composicion
conocida con DAR 0, 1 DAR, y DAR 2 en matrices de plasma y suero se muestran en la Tabla 4. La RSD global en
matrices de rata estaba dentro del intervalo aceptable de 30 %, lo que indica que no hay sesgo se produjo durante la
captura por afinidad por el DEC entre el plasma y el suero de rata. Del mismo modo, la RSD global en matrices
mono cynomolgus fue <3 0%, lo que muestra ausencia de sesgo entre el plasma y el suero de mono cynomolgus.

Tabla 4 Determinacion de la precision de los constituyentes de la muestra de anti-MUC16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-
MMAE) en plasma y suero de rata y mono cynomolgus

Proporcion de enriquecido (%) DAR 0/DAR Proporcion medida (%)

1/DAR 2 (30/60/10) DARO DAR 1 DAR 2

Plasma de rata 31 57 12

28 60 12

29 59 12

Media 30 59 12

SD 15 1,6 0,1

Suero de rata 28 58 13

25 61 14

28 59 14

Media 27 59 14

SD 2,1 1,8 0,3
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Media global en rata (n= 6) 28 59 13

SD global en rata (n= 6) 2,2 1,6 1,1

RSD global (%) en rata (n= 6) 7,8 2,7 8,7
Plasma de mono cynomolgus 27 59 13

29 58 13

29 58 13

Media 29 58 13

SD 1,1 0,8 0,3

Suero de mono cynomolgus 27 60 13

30 57 13

28 60 13

Media 28 59 13

SD 1,5 1,5 0,0

Media global en mono cynomolgus (n= 6) 28 59 13
SD global en mono cynomolgus (n= 6) 1,2 1,2 0,3
RSD global (%) en mono cynomolgus (n= 6) 4.3 2,0 2,3

A fin de evaluar los potenciales efectos de la matriz entre el plasma y el suero, se recogié un subconjunto in vivo de
muestras de mono cynomolgus a los que se ha administrado anti-MUC16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-MMAE) se y se
analizaron usando la captura con esferas de inmunoafinidad y el método de espectrometria de masas. Las muestras
de plasma y las correspondientes de suero recogidas entre 5 minutos y 22 dias después de la dosis de un solo
animal se analizaron y se compararon los resultados (Tabla 5). Los resultados indican que no hubo diferencias
significativas en las distribuciones DAR relativas los constituyentes de las muestras anti-MUC16 ADC entre las
muestras de plasma de mono cynomolgus y las correspondientes de suero. La Figura 9 muestra el ejemplo de los
datos de espectrometria de masas con desconvolucion de estabilidad in vivo en plasma de monos cynomolgus a los
que se ha administrado 38 mg / kg de Tio Hu Anti MUC16 (3A5) HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE. La carga promedio
del farmaco fue de 1,6 de MMAE/3A5. Aproximadamente el 30% de los ADC dosificados era una forma de DAR +1
diferente de lo generado por la desconjugacion de DAR2. Las muestras de plasma se recogieron a los puntos de
tiempo de 5 minutos, 6 horas, 24 horas, 72 horas, 6 dias, 8 dias, 15 dias y 22 dias y se capturaron mediante el
método de esferas modificadas con DEC por inmunoafinidad. A los constituyentes de la muestra se les asigné una
DAR de +0 (anticuerpo desnudo), +1D (un unidad enlazadora del farmaco MC-vc-PAB-MMAE) y +2D (dos unidades
enlazadoras del farmaco MC-vc-PAB-MMAE). Los pequefios picos a aproximadamente 149.000 y 150.000 uma son
constituyentes de la muestra que han sufrido una desglicosilaciéon incompleta.

Tabla 5 Distribuciones DAR relativas de los constituyentes de la muestra de anti-MUC16 ADC (3A5-MC-vc-PAB-
MMAE) en plasma y suero de mono cynomolgus recogido de un estudio toxicol6gico

TK de mono Suero de mono cynomolgus Plasma de mono cynomolgus
cynomolgus Composicién de ADN calculada (%) Composicién de ADN calculada (%)
06 - 1226
Grupo 5,
Animal 100415
Tiempo DARO DAR 1 | DAR 2 DARO DAR 1 ‘ DAR 2
5 min. 0 10 90 0 9 91
6h 0 21 79 0 20 80
24 h 7 31 62 7 31 62
72h 14 41 46 15 39 46
6 dia 20 44 36 19 44 37
8 dia 21 45 34 21 45 34
15 dia 31 49 20 30 49 21
22 dia 41 44 15 42 45 14

La Figura 6 muestra los datos de espectrometria de masas con desconvolucién de estabilidad de muestras de Tio
Hu Anti MUC16 (3A5) HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE (100 pg/ml en plasma de rata incubado a 37 °C) recogidas en
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los puntos de tiempo 0, 6, 24, 48, y 96 horas después de la captura con esferas por inmunoafinidad de DEC. A los
constituyentes de la muestra se les asign6 una proporcion de farmaco/anticuerpo (FAR) de +0 (anticuerpo desnudo),
+1D (un unidad enlazadora del farmaco MC-vc-PAB-MMAE) y +2D (dos unidades enlazadoras del farmaco MC-vc-
PAB-MMAE). La Figura 7 muestra el cambio de la distribucién DAR en el tiempo de los constituyentes de la muestra
DAR +0, +1, y +2 en plasma de rata.

La eficiencia de la captura con esferas por inmunoafinidad de DEC se compar6 con la captura con esferas por
inmunoafinidad con Mab anti-farmaco de Tio Hu Anti MUC16 (3A5) HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE tras la incubacion
en plasma de rata. Cuatro clones del anticuerpo monoclonal anti-auristatina diferentes se biotinilaron e inmovilizaron
en esferas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina (Figura 2). Estos clones anti-farmacos mostraron una
captura ineficiente de ADC cargado con un farmaco (DAR +1).

Ejemplo 2 ECD Protocolo de captura con esferas por inmunoafinidad de DEC

Las muestras de suero y plasma de monos cynomolgus a los que se ha administrado el conjugado anticuerpo anti-
MUC16 — farmaco, 3A5-MC-vc-PAB-MMAE, se procesaron mediante las siguientes etapas:

1. Determinar la localizacion de las placas para muestras, controles y blancos (placa de 96 pocillos profundos (2
ml de parte superior cuadrada): Analytical Sales and Service Inc. n® de cat. 59623 - 23, o placa de 96 pocillos
(500 pl parte superior redondeada): VWR n® de cat. 47743 - 828). Normalmente, se analizan dos blancos y un
control del sistema al comienzo de la carrera, seguido de las muestras, y dos blancos y dos controles del sistema
se analizan al final de la carrera. Se pueden analizar blancos adicionales durante la carrera si se desea. Las
adiciones a los pocillos descritos a continuacién se realizan para los pocillos que se utilizan para una muestra,
control o blanco.

2. Pipetear 400 pl del tampon HBS-EP (Biacore n° de cat. BR-1001 - 88) en cada pocillo de una placa de 96
pocillos profundos de parte superior cuadrada que se usaran para la muestra, control o blanco.

3. Resuspender Dynabeads M-280 recubiertas con estreptavidina (Dynabeads, M280 estreptavidina, 10 mg / ml,
N de cat. ° 110029, n° de lote G74050, BioVeris) agitando suavemente. Pipetear 100 p de la mezcla de esferas
suspendida en la placa de tampon HBS-EP en cada pocillo en uso. Mezclar mediante el procesador de particulas
KingFisher 96 Magnetic (Thermo Electron Corp.) a temperatura ambiente durante aproximadamente 20
segundos.

4. Transferir las esferas a una nueva placa de 96 pocillos profundos de parte superior cuadrada que contienen
400 pl de tampdn HBS-EP y mezclar mediante KingFisher a temperatura ambiente durante aproximadamente 20
segundos.

5. Pipetear 400 pl de tampdn HBS-EP en cada pocillo de blanco, muestra o control de una nueva placa de 96
pocillos profundos de parte superior cuadrada.

6. Pipetear 25 de anti-MUC16-ECD biotinilado (Figura la) en cada pocillo de blanco, muestra o control de la
placa de tampén HBS-EP.

7. Transferir las esferas a la placa de 96 pocillos profundos que contienen tampén HBS-EP y anti-MUC1C-ECD
biotinilado y mezclar suavemente durante aproximadamente 20 segundos. Tapar la placa con un sello de
aluminio.

8. Colocar la placa en un agitador (fijado a velocidad 7) e incubar a temperatura ambiente durante
aproximadamente 120 minutos.

9. Transferir las esferas a una de 96 pocillos profundos de parte superior cuadrada que contiene 400 pl de
tampon HBS-EP y lavar dos veces usando el KingFisher.

10. Diluir las muestras de plasma o suero en el intervalo del ensayo utilizando un grupo de plasma o suero
negativos.

11. Pipetear 400 pl de tampén HBS-EP en una placa de 96 pocillos profundos de parte superior cuadrada y
después anadir 50 pl de cada muestra de plasma o suero diluidos, control o blanco a los pocillos apropiados.

12. Transferir las esferas a la muestra de plasma o suero diluidos usando el KingFisher. Mezclar suavemente
durante aproximadamente 20 segundos. Tapar la placa con una cinta selladora de aluminio.

13. Colocar la placa en un agitador (a velocidad 7) e incubar a temperatura ambiente durante aproximadamente
120 minutos.

14. Transferir las esferas a una de 96 pocillos profundos de parte superior cuadrada que contiene 500 ul de
tampon HBS-EP y lavar dos veces usando el KingFisher.

15. Preparar tampon HBS-EP-glicanasa mezclando tampon HBS-EP, fosfato 80 mM, y N-glicanasa Glyko
(Prozyme glyko N-glicanasa, n® de cat. GKE-5006D) en una proporcién de 300 partes: 32 partes: 4 partes
respectivamente.

16. Pipetear 336 pl de tampdn HBS-EP-glicanasa en cada pocillo de una placa de 96 pocillos profundos de parte
superior cuadrada.

17. Transferir las esferas al tamp6n HBS-EP-glicanasa utilizando el KingFisher. Mezclar suavemente durante
aproximadamente 20 segundos. Tapar la placa con una cinta selladora de aluminio.

18. Colocar la placa en un incubado fijado a 37 °C y velocidad de agitacion fijada a 300 rpm e incubar durante la
noche.

19. Transferir las esferas a una de 96 pocillos profundos de parte superior cuadrada que contiene 500 pl de
tampon HBS-EP y lavar dos veces usando el KingFisher.
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20. Transferir las esferas a una de 96 pocillos profundos de parte superior cuadrada que contiene 500 pl de agua
y lavar dos veces usando el KingFisher.

21. Transferir las esferas a una de 96 pocillos profundos de parte superior cuadrada que contiene 500 pl de 10 %
de acetonitrilo en agua y lavar una vez usando el KingFisher.

22. Pipetear 50ul de acetonitrilo al 30 % en agua con acido férmico al 1 % en una placa de 96 pocillos profundos
de parte superior cuadrada como disolvente de elucion.

283. Transferir las esferas a la placa de disolvente de elucidn utilizando el KingFisher. Tapar la placa con una cinta
selladora de aluminio.

24. Colocar la placa en un agitador fijado a velocidad y agitar durante aproximadamente 15 minutos.

25. Eliminar las esferas de la placa de elucion utilizando el KingFisher.

26. Transferir el sobrenadante de la placa de elucién a una placa de inyeccion de 96 pocillos (VWR, 1500 pl de
parte superior redondeada) usando una pipeta multicanal y tapar la placa con una estera de estanqueidad de
silicona.

27. Centrifugar a 3. 000 rpm durante aproximadamente 5 minutos con la centrifuga fijada para mantener 2-8 °C.
Después, la placa de muestra esta lista para la inyeccion en CL-EM.

Ejemplo 3 Andlisis de compuestos conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) anti-HER2 en plasma y suero

Las variantes anti-HER2 modificadas con cisteina de V205C y A118C trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAE que tienen la
estructura:

Ab-S_ ~ 0 H O
0 H OH
o Oﬁo*rﬁj;(“‘f%@\‘/kwrk@
N\/MVaLcn—” 0 0.0 o_0
0 p

donde p es 1, 2, 3, 0 4, Val es valina, Cit es citrulina, y Ab es una cisteina modificada por ingenieria, la variante
mutante de la cadena pesada A118C V205C de trastuzumab, un anticuerpo monoclonal anti-HER2, se analizé en
muestras de plasma.

La figura 4 muestra los cambios en la proporcion farmaco/anticuerpo (DAR) para: (arriba) cadena ligera (Tio Hu Anti
HER2 4D5 LC V205C-MC-vc-PAB-MMAE, 1.64 MMAE/4D5 Ab)) y (abajo) cadena pesada (Tio Hu Anti HER2 4D5
HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE, 1.9 MMAE/4D5 Ab) variantes del ADC en el plasma después de la captura por
afinidad del CED modificado con esferas (Figura 1a) y caracterizacién por espectrometria de masas a partir de
muestras de plasma in vivo recogidas a los puntos de tiempo 0, 8, 24, 48, y 96 horas. A los constituyentes de la
muestra se les asign6 una DAR de 0 (anticuerpo desnudo), 1 (un unidad enlazadora del farmaco MC-vc-PAB-
MMAE) y 2 (dos unidades enlazadoras del farmaco MC-vc-PAB-MMAE). El patron de distribucion DAR indica que,
para estos AC, la variante de la cadena ligera (LC V205C) es mas estable que la variante de la cadena pesada (HC
A118C).

La variante de la cadena pesada (Tio Hu Anti HER2 4D5 HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE, 1.9 MMAE/4D5 Ab) se
incubé en plasma de rata a 100 pg/ml. Las muestras se obtuvieron en determinados puntos de tiempo y se
procesaron mediante captura por esferas del DEC de inmunoafinidad. La Figura 5 muestra datos de espectrometria
de masas desconvolucionada de las muestras recogidas en los puntos de tiempo de 0, 8, 24, 48 y 96 horas. A los
constituyentes de la muestra se les asign6 una DAR de +0 (anticuerpo desnudo), +1D (un unidad enlazadora del
farmaco MC-vc-PAB-MMAE) y +2D (dos unidades enlazadoras del farmaco MC-vc-PAB-MMAE). Los pequefios
picos a aproximadamente 151.000 uma son constituyentes de la muestra que han sufrido una desglicosilacién
incompleta.

Ejemplo 4 Comparacién de los métodos de ELISA y captura por esferas de Inmunoafinidad

La figura 10a muestra un formato de ensayo ELISA total mediante el cual la proteina DEC de un receptor se
inmoviliza sobre un soporte sélido para la unién a anticuerpo o al conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC). EI ADC
se une a un F(ab")2 de cabra anti-Fc humano-HRP para la deteccién quimioluminiscente.

La Figura 10b muestra un formato de ensayo ELISA conjugado mediante el cual un MAb anti-farmaco se inmoviliza
sobre un soporte solido para la unién a un conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC). El ADC se une a una proteina
DEC biotinilada en solucion. Después, el complejo puede unirse a la peroxidasa de rabano-estreptavidina (HRP)
para la deteccion quimioluminiscente.

La Figura 11 muestra una comparacion de la deteccion de constituyentes de la muestra por el método ELISA y por el
método de espectrometria de masas (EM)/captura de ECD por inmunoafinidad con esferas modificadas mediante
un grafico del porcentaje de anticuerpo restante conjugado con el resto de farmaco en muestras de plasma de rata
incubadas con Tio Hu Anti MUC16 (3A5) HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE y se analizaron a los puntos de tiempo de
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hasta 96 horas.

En la Tabla 6 recogen las cantidades relativas de los constituyentes de la muestra Tio Hu Anti MUC16 (3A5) HC A
118C-MC-vc-PAB-MMAE de las mismas muestras a los puntos de tiempo de 0, 6, 24, 48, 96 horas capturadas
mediante esferas de inmunoafinidad del DEC y se analizaron mediante espectrometria de masas. Los resultados de
la espectrometria de masas por afinidad y del ELISA indicaron que un anticuerpo anti-auristatina no capturaba
eficazmente todos los constituyentes de la muestra Tio Hu Anti MUC16 (3A5) HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE
conjugados. Por lo tanto, la EM por afinidad puede utilizarse para ayudar a seleccionar el anticuerpo anti-farmaco
mas apropiado para desarrollar el ensayo de ELISA conjugado.

Tabla 6. Captura con esferas por inmunoafinidad

Captura de los constituyentes de la muestra mediante esferas pr inmunoafinidad del DEC y deteccion mediante
espectrometria de masas

Tiempo h % DAR +2 % DAR +1 % DAR +0 (Ab desnudo) % Conjugado
0 100 0 0 100

6 84 16 0 100

24 48 43 9 91

48 36 49 15 85

96 32 50 18 82
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar compuestos conjugados de anticuerpo-farmaco que comprende:

(i) procesar una muestra bioldgica recogida de una fuente biolégica seleccionada de un mamifero, tejido, cultivo
celular, plasma o suero previamente puestos en contacto con un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco
que tiene la Férmula I:

Ab-(L-D)p |
en la que

Ab es un anticuerpo;

D es un resto de farmaco maitansinoide o0 monometilauristatina;

L es un enlazador unido covalentemente al Ab y unido covalentemente a D; y

pesi,2 3,4,5, 6,7 u 8, para formar una muestra de analisis mediante formulacion, inmovilizacién,
centrifugacion, aislamiento, digestion, induccién o prevencién de la coagulacion de las células sanguineas,
hidrdélisis o purificacién para formar una muestra de andlisis procesada;

(i) capturar la muestra de analisis procesada sobre esferas de inmunoafinidad que comprenden un antigeno
especifico para la muestra de analisis procesada, en donde la esfera de inmunoafinidad es una esfera
paramagnética recubierta con estreptavidina;

(iii) eluir la muestra de analisis procesada;

(iv) aplicar la muestra de analisis eluida a un medio de separacion para efectuar la separacién de mas de una
muestra constituyente por cromatografia liquida de flujo capilar en donde un constituyente de la muestra
separada comprende un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco que tiene la Formula |, enlaque pes 0, 1,
2,3,4,5,6,7u8;y

(v) establecer la relacién entre la masa y la carga de uno o mas constituyentes de la muestra separados que es
un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco que tiene la Férmula I, enlaque pes 0, 1,2, 3,4,5,6,7 u 8,
mediante espectrometria de masas con ionizacién por electropulverizacion (ESI).

2. El método de la reivindicacion 1 que comprende ademas repetir las etapas (i) a (v) una 0 mas veces.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra biolégica es sangre y la sangre se procesa para formar
plasma o suero.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que el antigeno es (i) un dominio extracelular (DEC) de una proteina
receptora diana, o (ii) un anticuerpo anti-farmaco.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que el DEC o el anticuerpo anti-farmaco estan biotinilados y el DEC
biotinilado o el anticuerpo anti-farmaco se unen a esferas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina por
inmunoafinidad.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que la esfera de inmunoafinidad esta configurada en un canal de flujo
continuo en comunicacion fluida con un depdsito de recogida.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que

(i) la esfera de inmunoafinidad esta configurada en un recipiente de flujo continuo, en el que la muestra de la
fuente bioldgica es introducida en un extremo o un orificio, y una muestra esta eluida en el otro extremo u orificio;
0

(i) la esfera de inmunoafinidad esta distribuida en una pluralidad de recipientes de flujo continuo, cada uno en
comunicacién con un depdsito de recogida separada; o

(iii) los vasos y los depésitos estan configurados en un formato de 96 pocillos de microtitulacion de 12 x 8
columnas y filas, o un formato de 384 pocillos de microtitulacion de 24 x 16 columnas Yy filas.

8. El método de la reivindicacion 1 que comprende ademas la etapa de tratar la muestra de andlisis con un reactivo
de desglicosilacion.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que el medio de separacion es un soporte de cromatografia.
10. El método de la reivindicacion 11, en el que el soporte de cromatografia es un adsorbente de fase inversa.
11. El método de la reivindicacién 10, en el que (i) la fase inversa es poliestireno, o un injerto o copolimero de

poliestireno, o (ii) un efluente desde el soporte de cromatografia se analiza de forma intermitente mediante
espectrometria de masas para establecer la relacion entre la masa y la carga de mas de uno de los constituyentes
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aclarados separados.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo del compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco que
tiene la Formula |, o el fragmento de anticuerpo o el metabolito del mismo, se une a un antigeno asociado a tumor o
a un receptor de la superficie celular en la fuente biol6gica.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que el anticuerpo del compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco se
une a uno 0 mas antigenos asociados a tumores o a receptores de la superficie celular seleccionados de (1)-(36):

) BMPR1 B (receptor de la proteina morfogenética 6sea de tipo IB);

) E16 (LAT1, SLC7A5);

) STEAP1 (seis antigenos epiteliales transmembrana de préstata);

) 0772P (CA125, MUC16);

) MPF (MPF, MSLN, SMR, factor potenciador de megacariocitos, mesotelina);

) Napi3b (NAPI-3B, NPTIlb, SLC34A2, familia 34 de transportadores de soluto (fosfato sédico), transportador
3b de fosfato dependiente de sodio de tipo I, miembro 2);

(7) Sema 5b (FLJ10372, KIAA1445, Mm.42015, SEMA5B, SEMAG, Semaforina 5b Hlog, dominio sema, siete
repeticiones de trombospondina (tipo 1 y similar al tipo 1), dominio transmembrana (TM) y dominio citoplasmico
corto, (semaforina) 5B);

(8) PSCA hlg (genes 2700050C12Rik, C530008016Rik, RIKEN ADNc 2700050C12, RIKEN ADNc 2700050C12);

(9) ETBR (receptor de tipo B de la endotelina);

(10) MSG783 (RNF124, proteina hipotética FLJ20315);

(11) STEAP2 (HGNC_8639, IPCA-1, PCANAP1, STAMP1, STEAP2, STMP, gen 1 asociado al cancer de
préstata, proteina 1 asociada al cancer de prostata, antigeno epitelial de seis dominios transmembrana de la
préstata 2, proteina prostatica de seis dominios transmembrana);

(12) TroM4 (BR22450, FLJ20041, TRPM4, TRPM4B, potencial canal catidnico del receptor transitorio, subfamilia
M, miembro 4);

(13) CRIPTO (CR, CR1, CRGF, CRIPTO, TDGF1, factor de crecimiento derivado de teratocarcinoma);

(14) CD21 (CR2 (receptor 2 del complemento) o C3DR (receptor C3d/del virus de Epstein Barr) o Hs 73792 n° de
acceso en Genbank M26004);

(15) CD79b (CD79B, CD798, IGb (beta asociado a inmunoglobulina), B29);

(16) FcRH2 (IFGP4, IRTA4, SPAP1A (proteina 1a de anclaje de fosfatasa que contiene el dominio SH2),
SPAP1B, SPAP1C);

(17) HER2

)

) MDP

) IL20Ra;

) Brevican;

) Ephb2R;

) ASLG659;

) PSCA;

) GEDA;

) BAFF-R (receptor del factor de activacion de células B, receptor BLyS 3, BR3);

) CD22 (receptor de células B, isoforma CD22-B);

) CD79a (CD79A, CD79a, alfa asociada con inmunoglobulina);

) CXCRS5 (receptor 2 del linfoma de Burkitt);

) HLA-DOB (subunldad beta de la molécula de clase Il del MHC (antigeno 1a));

) P2X5 (canal i6nico 5 dependiente de ligando P2X del receptor purinérgico);

) CD72 (antigeno CD72 de diferenciacion de las células B, Lyb-2);

) LY64 (antigeno linfocitario 64 (RP105));

) FCRH1 (proteina 1 similar al receptor de Fc);

) IRTA2 (receptor de la superfamilia de las inmunoglobulinas 2 asociado a la translocacion); y
) TENB2 (proteoglicano putativo transmembrana, relacionado con la familia de EGF/heregulina de factores de
crecimiento y folistatina.

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

14. El método de la reivindicacién 1, en el que L esta (i) formado a partir de un reactivo enlazador seleccionado de
N-succinimidil-4-(2-piridiltio) propanoato (SPDP), succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC)
y N-succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato (SPP), o (ii) seleccionado de maleimidocaproilo (MC), maleimidopropanoilo
(MP) y maleimidocaproil-valina-citrulina-para-aminobenciloxicarbonilo (MC-vc-PAB).
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15. El método de la reivindicacion 1, en el que D es un maitansinoide, que tiene la estructura:

MG (CRo)m—S—$

en la que la linea ondulada indica la uniéon covalente del atomo de azufre de D al enlazador (L) del conjugado
anticuerpo-farmaco, R se selecciona independientemente de H y alquilo C+-Cs, y mes 1,2 0 3.

16. El método de la reivindicacion 15, en el que D es DM1, que tiene la estructura:

:

HeG ~ CH,CH;S

DMA1

17. El método de la reivindicacion 1, en el que D es una monometilauristatina.

18. El método de la reivindicacion 17, en el que D es (i) MMAE, que tiene la estructura:

N A

o (ii) MMAF, que tiene la estructura:

o H
H
;f N., N N
@) 0]
(0] O\ 0] ~ O OH '
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Captura DEC
Biotina/Estreptavidina

Esfera paramagnética
recubierta de estreptavidina

Figura 1a
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Captura DEC
Esferas unidas covalentemente al DEC

Esfera unida al DEC

Figura 1b
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Captura de MAb anti-farmaco

ADC

MAb

Esfera paramagnética
recubierta de estreptavidina

Figura 2
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Thio Hu Anti Her2 4D5 LC V205C
-MC-vc-PAB-MMAE (LC)

Thio Hu Anti Her2 4D5 HC A118C
-MC-vc-PAB-MMAE (HC)

Thio Hu Anti Her2 4D5 Fc S400C
-MC-vc-PAB-MMAE (FC)

Thio Hu Anti Her2 4D5 Fc S400C

Figura 3
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