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DESCRIPCION
Conjugados de transportador derivado de caliqueamicina

Campo de la invencién

La presente divulgacion se refiere a los procedimientos para la produccion de conjugados de farmaco/transportador
citotoxico monomérico (los "conjugados") con mayor carga de farmaco y fraccion baja de conjugado sustancialmente
reducida (LCF). En particular, la invencion se refiere a conjugados de caliqueamicina con anticuerpos monoméricos
dirigidos contra CD22. La divulgacion se refiere también a los conjugados de la invencion, a los procedimientos de
purificacion de los conjugados. La invencion se refiere también a las composiciones farmacéuticas que comprenden
los conjugados, y a los usos de los conjugados.

Antecedentes de la invencion

Los conjugados de farmacos desarrollados para farmacoterapia sistémica son agentes citotoxicos especificos de
diana. El concepto implica el acoplamiento de un agente terapéutico a una molécula transportadora con
especificidad para una poblacién de células diana definida. Los anticuerpos con elevada afinidad para los antigenos
son una elecciéon natural como restos directores. Con la disponibilidad de anticuerpos monoclonales de elevada
afinidad, las perspectivas de los agentes terapéuticos dirigidos contra anticuerpos se han vuelto prometedoras. Las
sustancias téxicas que se han conjugado con anticuerpos monoclonales incluyen toxinas, farmacos citotoxicos de
bajo peso molecular, modificadores de la respuesta biolégica, y radionucleidos. Los conjugados de anticuerpo-toxina
se denominan frecuentemente inmunotoxinas, mientras que los inmunoconjugados que consisten en anticuerpos y
farmacos de bajo peso molecular tales como metotrexato y adraimicina se denominan quimioinmunoconjugados. Los
inmunomoduladores contienen modificadores de la respuesta biolégica conocidos por tener funciones reguladoras
como linfoquinas, factores de crecimiento, y factor del veneno de la cobra activador del complemento (CVF). Los
radioinmunoconjugados consisten en isétopos radioactivos que se pueden usar como agentes terapéuticos para
destruir células por su radiacién o utilizarse para la formacion de imagenes. Se espera que la administracion
especifica mediada por anticuerpos de farmacos citotdxicos a células tumorales no solo aumente su eficacia
antitumoral, sino que evite también la captacion no dirigida por tejidos normales, aumentando de esta manera sus
indices terapéuticos.

La presente invencion se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo como vehiculo director y que
tienen especificidad para determinantes antigénicos sobre la superficie de células malignas conjugadas a un
farmaco citotoxico. La invencion se refiere a conjugados de farmaco-anticuerpo citotoxicos, en el que el anticuerpo
tiene especificidad para determinantes antigénicos en neoplasias de linfocitos B, trastornos linfoproliferativos y
enfermedades inflamatorias cronicas. La presente divulgacion se refiere a procedimientos para producir
inmunoconjugados y la invencion se refiere a su(s) uso(s) terapéutico(s).

Se han homologado numerosos agentes terapéuticos basados en anticuerpos para tratar una variedad de
enfermedades que incluyen el cancer y la artritis reumatoide para uso clinico o estan en ensayos clinicos para una
variedad de neoplasias incluyendo neoplasias de linfocitos B tales como linfoma no de Hodgkin. Uno de dichos
agentes terapéuticos basados en anticuerpos es rituximab (Rituxan™), un anticuerpo y1 (region +my1V) humano
quimérico no marcado, que es especifico del antigeno superficial celular CD20, que se expresa en linfocitos B. Estos
agentes terapéuticos basados en anticuerpos se basan tanto en la citotoxicidad mediada por el complemento
(CDCC) como en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) contra los linfocitos B, o en el uso de
radionucleidos, tales como "'l o 0y, que se han asociado a problemas de preparacion y uso por los especialistas
clinicos y pacientes. También se conoce un IgG dirigido contra CD22 o un conjugado de Fab’ a una inmunotoxina
para tratar el linfoma B humano, Ghetie, M.A., (1991) Cancer Research, 51, N° 21, 5876 -5880. En consecuencia,
existe necesidad de generacidon de inmunoconjugados que pueda superar los inconvenientes de los agentes
terapéuticos basados en anticuerpos actuales para tratar una variedad de neoplasias que incluyen neoplasias
hematopoyéticas del tipo linfoma no de Hodgkin (NHL), que se pueden producir de manera facil y eficaz, y que se
pueden usar repetidamente sin inducir una respuesta inmune.

Los inmunoconjugados comprenden un miembro de la potente familia de agentes antibacterianos y antitumorales,
conocidos conjuntamente como las caliqueamicinas o el complejo LL-E33288, (véase Patente de los Estados Unidos
N° 4.970.198 (1990)), que se desarrollaron para su uso en el tratamiento de mielomas. La mas potente de las
caliqueamicinas se designa v+, a la que se hace referencia sencillamente en el presente documento como gamma.
Estos compuestos contienen un trisulfuro de metilo que se puede hacer reaccionar con los tioles adecuados para
formar disulfuros, introduciendo en el mismo momento un grupo funcional tal como una hidrazida u otro grupo
funcional que sea util en la unién de un derivado de caliqueamicina a transportador (véase la patente de los Estados
Unidos n° 5.053.394). El uso de conjugados monoméricos de derivados/transportadores de caliqueamicina en el
desarrollo de tratamientos para una amplia variedad de canceres ha estado limitado por la disponibilidad de agentes
de direccionamiento especificos (transportadores) asi como por las metodologias de conjugacién que dan como
resultado la formacion de agregados de proteinas cuando aumenta la cantidad del derivado de caliqueamicina que
se conjuga al vehiculo (es decir, la carga del farmaco). Debido a que mayores cargas del farmaco aumentan la
potencia inherente del conjugado, es deseable tener mucho farmaco cargado en el transportador que sea
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consistente con la retencion de la afinidad de la proteina transportadora. La presencia de la proteina agregada, que
puede ser no especificamente téxica e inmundgena, y por tanto debe eliminarse de las aplicaciones terapéuticas,
hace mas dificil escalar el procedimiento para la produccién de estos conjugados y disminuye el rendimiento de los
productos. La cantidad de caliqueamicina cargada en la proteina transportadora (la carga de farmaco), la cantidad
de agregado que se forma en la reaccion de conjugacion, y el rendimiento de conjugado monomérico purificado final
que se puede obtener estan relacionados entre si. Debe llegarse por tanto a un compromiso entre la mayor carga
del farmaco y el rendimiento final del mondémero ajustando la cantidad del derivado reactivo de caliqueamicina que
se afiade a la reaccion de conjugacion.

La tendencia de los conjugados de farmacos citotdxicos, especialmente de los conjugados de caliqueamicina a
agregarse es especialmente problematica cuando se llevan a cabo las reacciones de conjugacion con los engarces
descritos en la patente de los Estados Unidos N° 5.877.296 y en la patente de los Estados Unidos N° 5.773.001, que
se han incorporado en su totalidad en el presente documento. En este caso, un gran porcentaje de los conjugados
producidos estan en forma agregada, y es muy dificil purificar los conjugados realizados mediante estos
procedimientos originales (procedimiento CMA) para su uso terapéutico. Para algunas proteinas transportadoras, los
conjugados con incluso modestas cargas son virtualmente imposibles de preparar excepto a pequefa escala. En
consecuencia, existe una necesidad critica de mejorar los procedimientos para conjugar farmacos citotdxicos, tales
como caliqueamicinas, para transportadores que minimicen la cantidad de agregaciéon y permitan por tanto una
carga tan alta como sea posible con un rendimiento razonable del producto.

Anteriormente, se han descrito procedimientos de conjugacion para preparar derivados/transportadores de
caliqueamicina monomérica con mayor carga/rendimiento del farmaco y agregacion disminuida (véase la patente de
los Estados Unidos N° 5.712.374 y la patente de los Estados Unidos N° 5.714.586, incorporadas en su totalidad en
el presente documento). Aunque estos procedimientos dan como resultado preparaciones de conjugados con un
contenido de agregados sustancialmente reducido, se ha descubierto que estos conjugados producidos contienen
altos niveles indeseables (45-65 %, HPLC Area %) de una fraccion baja de conjugado (LCF), una fraccion que
consiste en su mayoria en anticuerpo no conjugado. La presencia de la LCF en el conjugado da como resultado un
uso ineficaz del anticuerpo, que no contiene el farmaco citotoxico. Esto puede competir también con el conjugado del
transportador de caliqueamicina a la diana y reducir potencialmente la direccionabilidad de este ultimo dando como
resultado una eficacia reducida del farmaco citotdxico. Por tanto, es deseable un procedimiento de conjugacion
mejorado que daria como resultado niveles significativamente bajos de LCF y que tenga niveles aceptables de
agregacion, sin alterar significativamente las propiedades fisicas del conjugado.

Sumario de la invencién

La presente divulgacion se refiere a procedimientos para la produccion de conjugados de derivado de farmaco
citotoxico/transportador monomeérico (los "conjugados”) con mayor carga de farmaco y fraccion baja de conjugado
sustancialmente reducida (LCF). En particular, la invencion se refiere a la produccion de conjugados de derivado-
transportador de caliqueamicina monomérica, a los conjugados, a composiciones, a un procedimiento de purificacion
de los conjugados, y al uso de los conjugados. Mas particularmente, la invencion se refiere a procedimientos para
producir el anticuerpo dirigido contra CD22 del derivado monomérico de caliqueamicina (CMC-544).

Se describe en el presente documento un procedimiento de conjugacién mejorado para la produccion de los
conjugados que da como resultado niveles significativamente menores de la LCF (por debajo del 10 por ciento) sin
ninguna alteracion significativa de las propiedades fisicas o quimicas. La divulgacion proporciona una mejora
adicional del procedimiento de conjugacion que da como resultado no solo una reduccion significativa en los niveles
de la LCF, sino que también dé como resultado una reduccion significativa en la agregacion de los procedimientos
anteriormente descritos, y produce una carga del farmaco sustancialmente mejorada. Los conjugados de la presente
invencion tienen la férmula:

Pr(-X-W)m
en la que:

Pr es un transportador proteinico,

X es un engarce que comprende un producto de cualquier grupo reactivo que pueda reaccionar con un
transportador proteinico, W es un farmaco citotéxico;

m es la carga promedio de un producto de conjugacion purificado, de tal manera que el farmaco citotdxico
constituye un 7 - 8 % del conjugado en peso; y

(-X-W)m es un derivado de farmaco citotoxico.

Los conjugados de la presente invencion, en una realizacion, se generan segun el procedimiento de la invencion que
comprende las etapas de: (1) afiadir el farmaco citotoxico

derivado del transportador proteinico en el que el derivado de farmaco citotdxico es el 4,5 - 11 % en peso del
transportador proteinico; (2) incubar el derivado de farmaco citotdxico y un transportador proteinico en una solucion
tamponada no nucledfila, compatible con proteinas, que tiene un pH en un intervalo de aproximadamente 7 a 9 para
producir un conjugado de farmaco/transportador citotoxico monomérico, en el que la solucién comprende ademas (a)
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un cosolvente organico, y (b) un aditivo que comprende al menos un acido carboxilico Cs-C1g 0 su sal, y en el que la
incubacién se lleva a cabo a una temperatura que varia entre aproximadamente 30°C a aproximadamente 35°C
durante un periodo de tiempo que varia entre aproximadamente 15 minutos a 24 horas; y (3) someter el conjugado
producido en la etapa (2) a un procedimiento de separacidon cromatografica para separar los conjugados
monomeéricos de derivado de farmaco citotdxico / transportadores proteinicos con una carga en el intervalo de 4 - 10
% en peso de farmaco citotoxico y con una fracciéon conjugada baja (LCF) por debajo del 10 por ciento de un
transportador proteinico no conjugado, derivado de farmaco citotdxico, y los conjugados agregados.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un conjugado de derivado monomeérico de
caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 que tiene la formula Pr (-X-S-S-W) m en la que: Pr es un anticuerpo
dirigido contra CD22; X es un engarce hidrolizable que comprende un producto de cualquier grupo reactivo que
pueda reaccionar con un anticuerpo; W es un radical de caliqueamicina; m es la carga promedio de un producto de
conjugacion purificado, de tal manera que la caliqueamicina constituye un 4 - 10 % del conjugado en peso; y (-X-S-
S-W) m es un derivado de caliqueamicina, en el que la molécula de anticuerpo comprende un dominio variable de la
cadena pesada que comprende

(a). la SEC ID N°: 1 para CDR-H1,

(b). la secuencia GINPGNNYATYRRKFQG de gH7 en la Figura 6 o la SEC ID N°:2 o la SEC ID N°: 13 o la SEC
ID N°:15 o la SEC ID N°16 para CDR-H2, y

(c). la SEC ID N°:3 para CDR-H3;
y un dominio variable de la cadena ligera que comprende
(d). la SEC ID N°:4 para CDR-L1,
(e). la SEC ID N°:5 para CDR-L2, y
(f). la SEC ID N°:6 para CDR-L3.

En un aspecto de la divulgacion, el transportador proteinico del conjugado se selecciona a partir de un grupo que
consiste en hormonas, factores de crecimiento, anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, miméticos de anticuerpos, y
sus homologos disefiados mediante ingenieria genética o enzimaticamente.

En una realizacién, de la presente invencion, el transportador proteinico es un anticuerpo. En una realizacion
preferida, el anticuerpo se selecciona entre un grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo monocatenario, un fragmento Fab y un
fragmento F(ab)2.

En otra realizacion, el anticuerpo humanizado se dirige contra el antigeno superficial celular CD22.

En una realizacion preferida, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con CDR, y
comprende una region variable de la cadena ligera 5/44-gL1 (SEC ID N°:19), y una region variable de la cadena
pesada 5/44-gH7 (SEC ID N°:27).

En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con CDR
que comprende una cadena ligera que tiene una secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 28.

En otra realizacion mas preferida, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con
CDR que comprende una cadena pesada que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N°:30.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con CDR
que comprende una cadena ligera que tiene una secuencia que se muestra en la SEC ID N° 28 y una cadena
pesada que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 30.

En otra realizacion, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que es una
variante del anticuerpo obtenida mediante un protocolo de maduracidon por afinidad y tiene una especificidad
aumentada para CD22 humano.

En otro aspecto, el farmaco citotdxico usado para generar el conjugado monomérico de farmaco citotoxico /
transportador de la presente invencion es cualquiera de un inhibidor de polimerizacion de la tubulina, un agente
alquilante que se une y perturba el ADN, un inhibidor de la sintesis de proteinas, o un inhibidor de las tirosina
quinasas.

En una divulgacion, el farmaco citotoxico se selecciona entre las caliqueamicinas, tiotepa, taxanos, vincristina,
daunorubicina, doxorrubicina, epirubicina, esperamicinas, actinomicina, autramicina, azaserinas, bleomicinas,
tamoxifeno, idarubicina, dolastatinas/auristatinas, hemiasterlinas, y maitansinoides.
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En una realizacion preferida, el farmaco citotéxico es caliqueamicina. En una realizacion especialmente preferida, la
caligueamicina es gamma caliqueamicina o un derivado de N-acetil gamma caliqueamicina.

En otro aspecto mas, el farmaco citotoxico esta funcionalizado con 3 -mercapto-3-metil butanoil hidrazida y
conjugado a un transportador proteinico mediante un engarce hidrolizable que puede liberar el farmaco citotoxico a
partir del conjugado tras la unién y entrada a las células dianas.

En una realizacion preferida de este aspecto, el engarce hidrolizable es acido 4-(4-acetilfenoxi) butanoico (AcBut).

En otro aspecto mas de la divulgacién, se usa acido octanoico o su sal, o acido decanoico o su sal como aditivo
durante el procedimiento de conjugacion para disminuir la agregacion y aumentar la carga del farmaco.

En otro aspecto mas de la invencion, los conjugados de la invencion se purifican mediante un procedimiento de
separacion cromatografica.

En una divulgacion, el procedimiento de separacion cromatografica usado para separar el conjugado del derivado-
transportador del farmaco monomeérico es la cromatografia de exclusion molecular (SEC).

En otra divulgacion, el procedimiento de separacién cromatografica usado para separar el conjugado del derivado-
transportador del farmaco monomeérico es la cromatografia de HPLC, FPLC o Sephacryl S-200.

En una divulgacion preferida, el procedimiento de separacion cromatografica usado para separar el conjugado del
derivado-transportador del farmaco monomérico es la cromatografia de interaccion hidrofoba (HIC). En una
divulgacion particularmente preferida, se lleva a cabo la HIC usando medio cromatografico Phenyl Sepharose 6 Fast
Flow, medio cromatografico Butyl Sepharose 4 Fast Flow, medio cromatografico Octyl Sepharose 4 Fast Flow, medio
cromatografico Toyopearl Ether-650M, medio Macro-Prep methyl HIC o medio Macro-Prep t-Butyl HIC. En una
divulgacion mas particularmente preferida, se lleva a cabo la HIC usando medio cromatografico Butyl Sepharose 4
Fast Flow.

En otro aspecto, la invencién se dirige a un conjugado monomérico de derivado de farmaco citotdxico/transportador
producido mediante el procedimiento de la divulgacion. En una realizacién preferida de este aspecto, el farmaco
citotoxico usado es caliqueamicina y el transportados utilizado es un anticuerpo.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo se selecciona entre un grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal,
un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo monocatenario, un
fragmento Fab y un fragmento F(ab)2. En un aspecto mas particularmente preferido, se utiliza un anticuerpo
humanizado dirigido contra el antigeno superficial celular CD22.

En una realizacion, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con CDR, y
comprende una region variable de la cadena ligera 5/44-gL1 (SEC ID N°:19), y una region variable de la cadena
pesada 5/44-gH7 (SEC ID N°:27).

En ofra realizacion, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que
comprende una cadena ligera que tiene una secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 28.

En una realizacion preferida, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que
comprende una cadena pesada que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 30.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con CDR
que comprende una cadena ligera que tiene una secuencia que se muestra en la SEC ID N° 28 y una cadena
pesada que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 30.

En otra realizacién adicional mas, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo injertado con
CDR que es una variante del anticuerpo obtenida mediante un protocolo de maduracién por afinidad que tiene una
especificidad aumentada para CD22 humano.

En una realizacion preferida, la caliqueamicina es gamma caliqueamicina o una N-acetil gamma caliqueamicina.
En una realizacion, el derivado de caliqueamicina esta funcionalizado con 3-mercapto-3-metil butanoil hidrazida.

En otra realizacion, el engarce utilizado para conjugar el farmaco al transportador es un engarce hidrolizable que
puede liberar el farmaco citotoxico del conjugado tras la union y entrada en células diana. En una realizacion
preferida, el engarce hidrolizable es acido 4-(4-acetilfenoxi) butanoico (AcBut).

Otro aspecto de la invencion se dirige a un conjugado de derivado monomérico de caliqueamicina / anticuerpo
dirigido contra CD22 que tiene la férmula, Pr(-X-S-S-W),, en la que: Pr es un anticuerpo dirigido contra CD22; X es
un engarce hidrolizable que comprende un producto de cualquier grupo reactivo que puede reaccionar con un
anticuerpo; W es un radical de caliqueamicina; m es la carga promedio de un producto de conjugacion purificado, de
tal manera que la caligueamicina constituye un 4 - 10 % del conjugado en peso; y (-X-S-S-W)n es un derivado de
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caliqueamicina generado mediante el procedimiento de la invencién.

En una realizacion de este aspecto, el anticuerpo se selecciona entre un grupo que consiste en un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo
monocatenario, un fragmento Fab y un fragmento F(ab)2.

En una realizacion preferida, el anticuerpo es un anticuerpo dirigido contra CD22 que tiene especificidad para CD22
humano, y comprende una cadena pesada en la que el dominio variable comprende una CDR que tiene al menos
una de las secuencias proporcionadas como H1 en la Figura 1 (SEC ID N°:1) para CDR-H1, como H2 en la Figura 1
(SEC ID N°:2) o H2' (SEC ID N°:13) o H2" (SEC ID N°:15) o H2" (SEC ID N°:16) para CDR-H2, o como H3 en la
Figura 1 (SEC ID N°:3) para CDR-H3, y comprende una cadena ligera en la que el dominio variable comprende una
CDR que tiene al menos una de las secuencias proporcionadas como L1 en la Figura 1 (SEC ID N°:4) para CDR-L1,
como L2 en la Figura 1 (SEC ID N°:5) para CDR-L2, o como L3 en la Figura 1 (SEC ID N°:6) para CDR-H3.

En otra realizacion preferida, el anticuerpo dirigido contra CD22 comprende una cadena pesada en la que el dominio
variable comprende una CDR que tiene al menos al menos una de las secuencias proporcionadas en la SEC ID N°:1
para CDR-H1, SEC ID N°:2 0 SEC ID N°:13 o0 SEC ID N°:15 o SEC ID N°16 para CDR-H2, o la SEC ID N°:3 para
CDR-H3, y una cadena ligera en la que el dominio variable comprende una CDR que tiene al menos una de las
secuencias proporcionadas en la SEC ID N°4 para CDR-L1, la SEC ID N°5 para CDR-L2, o la SEC ID N°:6 para
CDR-L3.

En otra realizaciéon mas preferida, el anticuerpo dirigido contra CD22 comprende la SEC ID N°:1 para CDR-H1, la
SECID N° 201la SECID NO:13 0 la SEC ID N°:15 o la SEC ID N°:16 para CDR-H2, la SEC ID N°:3 para CDR-H3,
la SEC ID N°:4 para CDR-L1, la SEC ID N°5 para CDR-L2, y la SEC ID N°:6 para CDR-L3.

En ofra realizacion, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo dirigido contra CD22 injertado
con CDR y comprende un dominio variable que comprende regiones marco aceptoras humanas y CDR donantes no
humanas.

En otra realizacioén, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 tiene un marco aceptor humano en el que las
regiones del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo se basan en una secuencia consenso del
subgrupo | humano y comprenden restos donantes no humanos en las posiciones 1, 28, 48, 71 y 93. En ofra
realizacion, el anticuerpo humanizado comprende ademas restos no humanos en las posiciones 67 y 69.

En una realizacion preferida, el anticuerpo humanizado injertado con la CDR comprende un dominio variable de la
cadena ligera que comprende una region marco aceptora humana basada en una secuencia consenso del subgrupo
| humano y que comprende ademas restos donantes no humanos en las posiciones 2, 4, 37, 38, 45 y 60. En otra
realizacion, el anticuerpo injertado con la CDR comprende ademas un resto donante no humano en la posicion 3.

En otra realizacion mas, el anticuerpo injertado con la CDR comprende una region variable de la cadena ligera 5/44-
gL1 (SEQ ID NO:19) y una region variable de la cadena pesada 5/44-gH7 (SEC ID N°:27).

En otra realizacion, el anticuerpo injertado con la CDR comprende una cadena ligera que tiene la secuencia que se
muestra en la SEC ID N°: 28 y una cadena pesada que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N°:30.

En otra realizacién adicional, el anticuerpo injertado con la CDR comprende una cadena ligera que tiene la
secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 28 y una cadena pesada que tiene la secuencia que se muestra en la
SEC ID N°: 30.

En una realizacion, el anticuerpo injertado dirigido contra CD22 es una variante del anticuerpo obtenida mediante un
protocolo de maduracion por afinidad y tiene una especificidad aumentada para CD22 humano.

En otra realizacion, el anticuerpo dirigido contra CD22 es un anticuerpo quimérico que comprende las secuencias de
los dominios variables de la cadena ligera y pesada del anticuerpo monoclonal que se muestra en la SEC ID N°:7 y
en la SEC ID N°:8, respectivamente.

En otra realizacion mas, el anticuerpo dirigido contra CD22 comprende una CDR hibrida con una secuencia de una
CDR donante truncada en la que la porciéon desaparecida de la CDR donante esta sustituida por una secuencia
diferente y forma una CDR funcional.

En una realizacion especialmente preferida, el derivado del farmaco citotoxico es tanto una gamma caliqueamicina
como un derivado de N-acetil gamma caliqueamicina.

En otro aspecto, la divulgacion se dirige a un procedimiento para la preparacién de una composicion liofilizada
estable de un conjugado monomérico de derivado de farmaco citotoxico / transportador. En una divulgacion
preferida, la composicion liofilizada estable del conjugado monomérico de derivado de farmaco citotdxico /
transportador se prepara (a) disolviendo el conjugado monomérico de derivado de farmaco citotdxico / transportador
a una concentracion final de 0,5 a 2 mg/ml en una solucién que comprende un crioprotector a una concentracion de
1,5 %-5 % en peso, un agente de volumen polimérico a una concentracion de 0,5-1,5 % en peso, electrolitos a una
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concentracién de 0,01 M a 0,1 M, un agente facilitador de la solubilidad a una concentracién de 0,005-0,05 % en
peso, agente tamponante a una concentracion de 5-50 mM de tal manera que el pH final de la solucion es de 7,8-
8,2, y agua; (b) dispensando la solucion anterior en viales a una temperatura de +5°C a +10 "C; (c) congelando la
solucién a una temperatura de congelamon de -35°C a -50°C; (d) sometiendo la solucion congelada a una etapa de
criodesecacion inicial a una presmn de secado primaria de 20 a 80 micrémetros a una temperatura de
almacenamiento de -10°'C a -40 C durante 24 a 78 horas; y (e) sometiendo el producto criodesecado de la etapa (d)
a una etapa de secado secundaria a una presion de secado de 20 a 80 micrometros a una temperatura de
almacenamiento de +10°C a + 35°C durante 15 a 30 horas.

En una divulgacion, el crioprotector usado en la liofilizacion del conjugado de farmaco citotoxico / transportador se
selecciona entre alditol, manitol, sorbitol, inositol, polietilenglicol, acido aldénico, acido urénico, acido aldarico,
aldosas, cetosas, aminoazucares, alditoles, inositoles, gliceraldehidos, arabinosa, lixosa, pentosa, ribosa, xilosa,
galactosa, glucosa, hexosa, idosa, manosa, talosa, heptosa, glucosa, fructosa, acido glucénico, sorbitol, lactosa,
manitol, metil a-glucopirandsido, maltosa, acido isoascoérbico, acido ascorbico, lactona, sorbosa, acido glucarico,
eritrosa, treosa, arabinosa alosa, altrosa, gulosa, idosa, talosa, eritrulosa, ribulosa, xilulosa, psicosa, tagatosa, acido
glucouronico, acido glucénico, acido glutamico, acido galacturénico, acido mannurénico, glucosamina,
galactosamina, sacarosa, trehalosa, acido neuraminico, arabinanos, fructanos, fucanos, galactanos, galacturonanos,
glucanos, mananos, xilanos, levano, fucoidano, carragenato, galactocarolosa, pectinas, acidos pécticos, amilosa,
pululano, glucégeno, amilopectina, celulosa, dextrano, pustulano, quitina, agarosa, queratina, condroitina,
dermatano, acido hialurénico, acido alginico, goma xantana, almidén, sacarosa, glucosa, lactosa, trehalosa,
etilenglicol, polietilenglicol, propilenglicol, glicerol, y pentaeritritol.

En una divulgacion preferida, el crioprotector es sacarosa, que esta presente a una concentracion de 1,5 % en peso.

En una divulgacion, el agente de volumen polimérico usado durante el procedimiento de liofilizacion se selecciona
entre dextrano 40 o hidroxietil almidén 40, y esta a una concentracion de 0,9 % en peso.

En otra divulgacion, el electrolito usado en la solucion de liofilizacion es cloruro de sodio, que esta presente a una
concentracion de 0,05 M.

En una divulgacion preferida se usa un agente facilitador de la solubilidad durante el procedimiento de liofilizacion.
Preferentemente, este agente facilitador de la solubilidad es un tensioactivo. En una realizacion particularmente
preferida, el tensioactivo es polisorbato 80, que esta presente a una concentracion de 0,01 % en peso.

En una divulgacion, el agente tamponante utilizado es trometamina, que esta presente a una concentracion de 0,02
M. Es preferible que el pH de la solucién sea 8,0 al comienzo del procedimiento de liofilizacién. La soluciéon que
contiene el conjugado de farmaco/transportador citotdxico se dispensa en viales a una temperatura de +50 antes del
comienzo del procedimiento.

En una divulgacion preferida, la solucion en los viales se congela a una temperatura de -45°C; la solucién congelada
se somete a una etapa de cnodesecamon inicial a una presion de secado primaria de 60 micrémetros a una
temperatura de almacenamiento de -30 °C durante 60 horas; y el producto criodesecado se somete a una etapa de
secado secundaria a una presion de secado de 60 micrémetros a una temperatura de almacenamiento de +25°C
durante 24 horas.

Otro aspecto de la divulgacion se dirige a una composicion que comprende una dosis terapéuticamente eficaz de un
conjugado de derivado/transportador citotoxico monomérico preparado mediante un procedimiento de la invencion.

En una realizacion de la divulgacion, el transportador en el conjugado monomérico de derivado de farmaco citotéxico
/ transportador es un transportador proteinico seleccionado entre hormonas, factores de crecimiento, anticuerpos y
miméticos de anticuerpos.

En una realizacion preferida de la divulgacion, el transportador proteinico es un anticuerpo monoclonal humano, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado.

En una realizacién preferida de la divulgacion, el anticuerpo humanizado se dirige contra el antigeno superficial
celular CD22.

En una realizaciéon especialmente preferida de este aspecto de la divulgacion, el anticuerpo dirigido contra CD22
tiene especificidad para CD22 humano, y comprende una cadena pesada en la que el dominio variable comprende
una CDR que tiene al menos una de las secuencias proporcionada como H1 en la Figura 1 (SEC ID NO:1) para
CDR-H1, como H2 en la Figura 1 (SEC ID N°:2) o H2' (SEC ID N°13) o H2" (SEC ID N°:15) o H2"™ (SEC ID N°:16)
para CDR-H2, o como H3 en la Figura 1 (SEC ID N°:3) para CDR-H3, y comprende una cadena ligera en la que el
dominio variable comprende una CDR que tiene al menos una de las secuencias proporcionadas como L1 en la
Figura 1 (SEC ID N°:4) para CDR-L1, como L2 en la Figura 1 (SEC ID N°:5) para CDR-L2, o como L3 en la Figura 1
(SEC ID N°:6) para CDR-H3.

En otra realizacion preferida de la divulgacion, el anticuerpo dirigido contra CD22 tiene una cadena pesada en la que
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el dominio variable comprende una CDR que tiene al menos al menos una de las secuencias proporcionadas en la
SEC ID N°:1 para CDR-H1, SEC ID N°:2 0 SEC ID N°:13 o0 SEC ID N°15 o SEC ID N°:16 para CDR-H2, o SEC ID
N°:3 para CDR-H3; y una cadena ligera en la que el dominio variable comprende una CDR que tiene al menos una
de las secuencias proporcionadas en la SEC ID N°:4 para CDR-L1, la SEC ID N°:5 para CDR-L2, o la SEC ID N°:6
para CDR-L3.

En otra realizacion preferida mas de la divulgacion, el anticuerpo dirigido contra CD22 comprende la SEC ID N°:1
para CDR-H1, la SEC ID N°: 2 o la SEC ID N°:13 o la SEC ID N°:15 o la SEC ID N°: 16 por CDR-H2, la SEC ID N°:3
para CDR-H3; la SEC ID N°:4 para CDR-L1, la SEC ID N°:5 para CDR-L2, y la SEC ID N°:6 para CDR-L3.

En una realizacion especialmente preferida, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un anticuerpo
humanizado dirigido contra CD22 injertado con CDR y comprende una region variable de la cadena ligera 5/44-gL1
(SEC ID N° 19), y una region variable de la cadena pesada 5/44-gH7 (SEC ID N°:27).

En otra realizacion particularmente preferida de la divulgacion, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 es un
anticuerpo injertado con CDR que tiene especificidad para CD22 humano y comprende una cadena ligera que tiene
una secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 28 y una cadena pesada que tiene la secuencia que se muestra en
la SEC ID N°: 30.

En una realizacion de la divulgacion, el anticuerpo injertado con CDR es una variante de anticuerpo que tiene
especificidad aumentada para CD22 humano, y el anticuerpo se obtiene mediante un protocolo de maduracién por
afinidad.

En una realizacion de la divulgacion, el farmaco citotéxico monomérico es caliqueamicina y se selecciona
preferentemente entre gamma caliqueamicina o N-acetil caliqueamicina.

En una realizacion de la divulgacion, la composicion puede contener opcionalmente un agente bioactivo adicional.
Dicho agente bioactivo puede ser un farmaco citotéxico, un factor de crecimiento o una hormona.

Otro aspecto mas de la invencion se dirige a un procedimiento para tratar un sujeto con un trastorno proliferativo
administrando al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz de la composiciéon de la invencion. La composicion se
puede administrar por via subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, intramedular, por via intratecal,
transdérmica, transcutanea, intranasal, topica, entérica, intravaginal, sublingual o rectal. En una realizacién preferida,
la composicién de la invencién se administra por via intravenosa.

En una realizacion, la composicién se administra a un sujeto humano que padece un trastorno proliferativo tal como
cancer. En una realizacion preferida, el cancer es una neoplasia de linfocitos B. La neoplasia de linfocitos B puede
ser una leucemia o linfoma que expresa el antigeno superficial celular CD22.

En otra realizacién adicional, el cancer es un carcinoma o un sarcoma.

Otro aspecto de la presente invenciéon se dirige a un procedimiento para tratar una neoplasia de linfocitos B
administrando a un paciente con dicha neoplasia una composicién terapéuticamente eficaz que comprende un
conjugado de un anticuerpo dirigido contra CD22 con un farmaco citotdxico de la invencién. En una realizacion
preferida, la neoplasia de linfocitos B es un linfoma, particularmente linfoma no de Hodgkin.

En una realizacion de la divulgacion el farmaco citotdxico utilizado para preparar los conjugados de la presente
invencion se selecciona entre el grupo que consiste en caliqueamicinas, tiotepa, taxanos, vincristina, daunorubicina,
doxorrubicina, epirubicina, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, tamoxifeno, idarubicina,
dolastatinas/auristatinas, hemiasterlinas, maitansinoides, y esperamicinas.

En una realizacién preferida de la invencion, el farmaco citotéxico es gamma caliqueamicina o N-acetil
caliqueamicina.

En otra realizacion, el tratamiento comprende administrar el conjugado del farmaco citotdxico de la invencién con
uno o mas agentes bioactivos seleccionados entre anticuerpos, factores de crecimiento, hormonas, citoquinas,
antihormonas, xantinas, interleuquinas, interferones, y farmacos citotdxicos.

En una realizacion preferida, el agente bioactivo es un anticuerpo, y se dirige contra un antigeno superficial celular
expresado en neoplasias de linfocitos B. En una realizacion preferida adicional, el anticuerpo dirigido contra los
antigenos superficiales celulares expresados en neoplasias de linfocitos B se selecciona entre un grupo que consiste
en anticuerpos dirigidos contra CD19, CD20 y CD33. Dichos anticuerpos incluyen el anticuerpo dirigido contra CD20,
rituximab (Rituxan™).

En otra realizacion, los agentes bioactivos son citoquinas o factores de crecimiento e incluyen, pero sin limitacion,
interleuquina 2 (IL-2), TNF, CSF, GM-CSF y G-CSF.

En otra realizacion, los agentes bioactivos son hormonas e incluyen estrogenos, andrégenos, progestinas, y
corticoesteroides.
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En ofra realizacion adicional, el agente bioactivo es un farmaco citotdxico seleccionado entre doxorubicina,
daunorubicina, idarubicina, aclarubicina, zorubicina, mitoxantrona, epirubicina, carrubicina, nogalamicina, menogaril,
pitarubicina, valrubicina, citarabina, gemcitabina, ftrifluridina, ancitabina, enocitabina, azacitidina, doxifluridina,
pentostatina, broxuridina, capecitabina, cladribina, decitabina, floxuridina, fludarabina, gougerotina, puromicina,
tegafur, tiazofurina, adriamicina, cisplatino, carboplatino, ciclofosfamida, dacarbazina, vinblastina, vincristina,
mitoxantrona, bleomicina, mecloretamina, prednisona, metotrexato de procarbazina, fluorouracilos, etopésido, taxol,
analogos de taxol, y mitomicina.

En una realizacion preferida, la composicion terapéuticamente eficaz del conjugado de farmaco citotoxico /
anticuerpo dirigido contra CD22 se administra junto con una o mas combinaciones de agentes citotéxicos como
parte de un régimen de tratamiento, en el que la combinacion de agentes citotoxicos se selecciona entre: CHOPP
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina); CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina, y prednisona); COP (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona); CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorrubicina,
procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona); m-BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorrubicina,
ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorina); ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorrubicina,
ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina, mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina); ProMACE-CytaBOM
(prednisona, metotrexato, doxorrubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina, citarabina, bleomicina, y vincristina);
MACOP-B (metotrexato, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, y leucovorina); MOPP
(mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina); ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y
dacarbazina); MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABV
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, y vinblastina); MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina)
alternando con ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina), ChIVPP (clorambucilo,
vinblastina, procarbazina, y prednisona); IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); MIME (metil-gag,
ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); DHAP (dexametasona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino); ESHAP
(etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino); CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbazina, prednisona, y bleomicina); CAMP (lomustina, mitoxantrona, citarabina, y prednisona); y CVP-1
(ciclofosfamida, vincristina, y prednisona).

En una realizacion preferida, la composicién del conjugado de farmaco citotoxico / anticuerpo dirigido contra CD22
terapéuticamente eficaz se administra antes de la administraciéon de las una o mas combinaciones anteriores de
farmacos citotdxicos. En otra realizacion preferida, la composicion terapéuticamente eficaz del conjugado de farmaco
citotoxico / anticuerpo dirigido contra CD22 se administra posteriormente a la administracion de una o mas de las
anteriores combinaciones de farmacos citotoxicos como parte de un régimen de tratamiento.

Otro aspecto de la invencion se dirige a un procedimiento para tratar linfomas agresivos que comprende administrar
a un paciente que necesita dicho tratamiento una composiciéon terapéuticamente eficaz de un conjugado
monomérico de un derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 con uno o mas agentes bioactivos.

Otro aspecto mas de la presente invencion se dirige al uso de la composicion de la invencion en el tratamiento de un
sujeto con un trastorno proliferativo tal como cancer. En particular, el cancer es una neoplasia de linfocitos B que
expresa en antigeno CD22 sobre la superficie celular. En particular, la neoplasia de linfocitos B es tanto una
leucemia como un linfoma. En una realizacion, el cancer es un carcinoma o una leucemia.

En una realizacion, una dosis terapéuticamente eficaz de la administracion se administra por via subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, intramedular, intratecal, transdérmica, transcutanea, intranasal, topica,
entérica, intravaginal, sublingual o rectal.

En una realizacién preferida, la dosis terapéuticamente eficaz de la composicién farmacéutica de la invencion se
administra por via intravenosa.

Otro aspecto de la invencion se dirige al uso de un conjugado monomérico de un derivado de caliqueamicina /
anticuerpo dirigido contra CD22 de la presente invencion para su uso en el tratamiento de un sujeto con una
neoplasia de linfocitos B tal como linfoma no de Hodgkin. En una realizacion, el conjugado monomeérico de derivado
de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD2 de la presente invencién se administra con uno o mas agentes
bioactivos.

En una realizacion, los agentes bioselectivos se seleccionan entre un grupo que consiste en anticuerpos, factores de
crecimiento, hormonas, citoquinas, antihormonas, xantinas, interleuquinas, interferones, y farmacos citotdxicos.

En una realizacion preferida, el agente bioactivo es un anticuerpo dirigido contra un antigeno superficial celular
expresado en neoplasias de linfocitos B, tales como anticuerpos dirigidos contra CD19, CD20 y CD33. En una
realizacion preferida, el anticuerpo dirigido contra CD20 es rituximab (Rituxan™).

En ofra realizacion, los agentes bioactivos incluyen citoquinas o factores de crecimiento tales como interleuquina 2
(IL-2), TNF, CSF, GM-CSF y G-CSF u hormonas, que incluyen estrogenos, andrégenos, progestinas, y
corticoesteroides.

En otra realizacion, el agente bioactivo es un farmaco citotoxico seleccionado entre doxorubicina, daunorubicina,
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idarubicina, aclarubicina, zorubicina, mitoxantrona, epirubicina, carrubicina, nogalamicina, menogaril, pitarubicina,
valrubicina, citarabina, gemcitabina, trifluridina, ancitabina, enocitabina, azacitidina, doxifluridina, pentostatina,
broxuridina, capecitabina, cladribina, decitabina, floxuridina, fludarabina, gougerotina, puromicina, tegafur,
tiazofurina, adriamicina, cisplatino, carboplatino, ciclofosfamida, dacarbazina, vinblastina, vincristina, mitoxantrona,
bleomicina, mecloretamina, prednisona, procarbazina, metotrexato, fluorouracilos, etopodsido, taxol, analogos de
taxol, y mitomicina.

En una realizacion preferida, la dosis terapéutica eficaz del conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina /
anticuerpo dirigido contra CD2 se administra junto con una o mas combinaciones de agentes citotéxicos como parte
de un régimen de tratamiento, en el que la combinaciéon de agentes citotdxicos se selecciona entre: CHOPP
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina); CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina, y prednisona); COP (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona); CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorrubicina,
procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona); m-BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorrubicina,
ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorina); ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorrubicina,
ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina, mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina); ProMACE-CytaBOM
(prednisona, metotrexato, doxorrubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina, citarabina, bleomicina, y vincristina);
MACOP-B (metotrexato, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, y leucovorina); MOPP
(mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina); ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y
dacarbazina); MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona y procarbazina) alternando con ABV
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, y vinblastina); MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina)
alternando con ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina); ChIVPP (clorambucilo,
vinblastina, procarbazina, y prednisona); IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); MIME (metil-gag,
ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); DHAP (dexametasona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino); ESHAP
(etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino); CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbazina, prednisona, y bleomicina); CAMP (lomustina, mitoxantrona, citarabina, y prednisona); CVP-1
(ciclofosfamida, vincristina, y prednisona), ESHOP (etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada,
vincristina y cisplatino); EPOCH (etopdsido, vincristina, y doxorubicina durante 96 horas con dosis de bolos de
ciclofosfamida y prednisona oral), ICE (ifosfamida, ciclofosfamida, y etopésido), CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbazina, prednisona, y bleomicina), CHOP-B (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisona, y
bleomicina), CEPP-B (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, y bleomicina), y P/DOCE (epirubicina o doxorubicina,
vincristina, ciclofosfamida, y prednisona).

En una realizacion preferida, el conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra
CD2 se administra antes de la administracion de una o mas combinaciones de agentes citotdxicos como parte de un
régimen de tratamiento.

En otra realizacion preferida, la dosis terapéutica eficaz del conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina /
anticuerpo dirigido contra CD2 se administra posteriormente a la administracion de una o mas combinaciones de
agentes citotdxicos como parte de un régimen de tratamiento.

En otra realizacion mas preferida, la dosis terapéutica eficaz del conjugado monomérico de derivado de
caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD2 se administra junto con un anticuerpo dirigido contra un antigeno
superficial celular en neoplasias de linfocitos B, y comprende opcionalmente una o mas combinaciones de agentes
citotoxicos como parte de un régimen de tratamiento.

En otro aspecto, la invencién se dirige al uso de un conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina /
anticuerpo dirigido contra CD2 de la presente invencion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
un trastorno proliferativo. Se puede usar dicho medicamento para tratar trastornos proliferativos de linfocitos B solos
0 en combinacion con otros agentes bioactivos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos de las CDR del anticuerpo monoclonal de ratén 5/44 (SEC ID
N°%:1 a 6).

La Figura 2 muestra la secuencia de ADN vy las proteinas del dominio variable de la cadena ligera (V.) del
anticuerpo monoclonal de ratén 5/44.

La Figura 3 muestra la secuencia completa del dominio variable de la cadena pesada (Vu) del anticuerpo
monoclonal de raton 5/44.

La Figura 4 muestra la estrategia para la eliminacion del sitio de glicosilacién y la lisina reactiva en CDR-H2.

La Figura 5 muestra el disefio del injerto para la secuencia de la cadena ligera 5/44. DPK-9 es la secuencia
marco aceptora de la linea germinal humana. Las lineas verticales indican las diferencias entre los restos de
ratéon y humanos. Las secuencias subrayadas indican los restos donantes que se han retenido en el injerto. Las
CDR se indican en letras negritas cursivas (no se muestran para DPK-9). El injerto gL1 tiene 6 restos marco
donantes, gL2 tiene 7.
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La Figura 7 muestra el disefio del injerto para la secuencia de la cadena pesada 5/44; DP7 es la secuencia
marco aceptora de la linea germinal humana. Las lineas verticales indican las diferencias entre los restos de
ratéon y humanos. Las secuencias subrayadas indican los restos donantes que se han retenido en el injerto. Las
CDR se indican como letras negritas en cursiva (no se muestran para DP7). Los injertos gH4 y gH6 tienen 6
restos marco donantes. Los injertos gH5 y gH7 tienen 4 restos marco donantes.

La Figura 7 muestra la cartografia del vector pMRR14.

La Figura 8 muestra la cartografia del vector pMRR10.1.

La Figura 9 muestra los resultados del ensayo Biacore de los mutantes 5/44 quiméricos.

La Figura 10 muestra los oligonucledtidos para los ensamblajes de los genes 5/44 gH1 y gL 1.

La Figura 11 muestra la cartografia del plasmido del vector intermedio pCR2.1(544gH1).

La Figura 12 muestra la cartografia del plasmido del vector intermedio pCR2.1(544gL1).

La Figura 13 muestra los casetes de oligonucleétidos utilizados para preparar injertos adicionales.

La Figura 14 es una grafica que muestra un ensayo de competicion entre el anticuerpo 5/44 de ratén marcado
fluorescentemente y las variantes injertadas.

La Figura 15 es una grafica que muestra un ensayo de competicion entre el anticuerpo 5/44 de ratén marcado
fluorescentemente y las variantes injertadas.

La Figura 16 muestra la secuencia completa de ADN y las proteinas de las cadenas pesada y ligera injertadas.

La Figura 17 es una representacion esquematica de un conjugado de anticuerpo dirigido contra NAc-gamma
caliqueamicina DMH.

La Figura 18 es una grafica que muestra el efecto de CMC 544 sobre el crecimiento del linfoma de linfocitos B
RAMOS.

La Figura 19 es una grafica que muestra el efecto de CMC-544 sobre linfomas de linfocitos B grandes en un
modelo de xenoinjerto in vivo en ratones lampifios.

La Figura 20 es una grafica que compara los efectos de CMC-544 realizados con el procedimiento de
conjugacion de CMA-676 y el procedimiento de conjugacion de CMC-544 sobre el crecimiento del linfoma RL.

La Figura 21 es una grafica que muestra que el linfoma RL grande tratado con rituximab (Rituxan™) es
susceptible al tratamiento con CMC-544.

La Figura 22 es una grafica que muestra el efecto de rituximab (Rituxan™) sobre el efecto citotéxico de CMC-
544.

La Figura 23 es una grafica que muestra el efecto de CMC-544, rituximab (Rituxan™), y CMA-676 sobre la
supervivencia de ratones SCID con linfoma RAMOS B diseminado de forma temprana.

La Figura 24 es una grafica que muestra el efecto de CMC-544, rituximab (Rituxan™), y CMA-676 sobre la
supervivencia de ratones SCID con linfoma RAMOS B diseminado tardiamente.

La Figura 25 es una grafica que muestra el efecto de CMC-544, rituximab (Rituxan™), y CMA-676 sobre la
supervivencia de ratones SCID con linfoma RAMOS B diseminado tardiamente.

La Figura 26 es una grafica que muestra el efecto de CMC-544, rituximab (Rituxan™), y CMA-676 sobre la
supervivencia de ratones SCID con linfoma RAMOS B diseminado tardiamente.

La Figura 27 es una grafica que muestra el efecto de CMC-544, rituximab (Rituxan™), y CMA-676 sobre la
supervivencia de ratones SCID con linfoma RAMOS B diseminado tardiamente.

La Figura 28 es una grafica que muestra la actividad antitumoral de CMC-544 con y sin rituximab (Rituxan™)
sobre el linfoma RL no de Hodgkin.

La Figura 29 es una grafica que muestra la actividad antitumoral de CMC-544 y CHOP sobre el linfoma RL no de
Hodgkin.

Descripcion detallada de la invencién

Los conjugados de la presente invencion comprenden un farmaco citotéxico derivatizado con un engarce que incluye
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cualquier grupo reactivo que reacciona con un transportador proteinico para formar un conjugado de derivado de
farmaco citotdxico-transportador proteinico. Especificamente, los conjugados de la presente invencion comprenden
un farmaco citotoxico derivatizado con un engarce que incluye cualquier grupo reactivo que reacciona con un
anticuerpo utilizado como un transportador proteinico para formar un conjugado de derivado de farmaco citotoxico /
anticuerpo. Especificamente, el anticuerpo reacciona contra un antigeno superficial celular expresado en neoplasias
de linfocitos B. Se describe a continuacion un procedimiento mejorado para preparar y purificar dichos conjugados.
El uso de cosolventes, aditivos, y condiciones de reaccion especificas concretas junto con el procedimiento de
separacion da como resultado la formaciéon de un conjugado monomeérico de derivado de farmaco citotoxico /
anticuerpo con una reduccion significativa en la LCF. La forma monomérica por oposicion a la forma agregada tiene
un significativo valor terapéutico, y minimizar la LCF y reducir sustancialmente la agregacion da como resultado la
utilizacion del material de partida del anticuerpo de una manera terapéuticamente significativa evitando que la LCF
compita con una fraccién mucho mas conjugada (HCF).

I. TRANSPORTADORES

Los agentes transportadores/de direccionamiento de la presente invencién son preferentemente agentes
transportadores/agentes de direccionamiento proteinicos. Los ejemplos de agentes transportadores/agentes de
direccionamiento son las hormonas, factores de crecimiento, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, miméticos de
anticuerpos y sus homoélogos disefiados mediante ingenieria genética o enzimaticamente, denominados a partir de
ahora en el presente documento como un transportador individual o en forma agrupada como "transportadores”. La
propiedad esencial de un transportador se su capacidad para reconocer y unirse a un antigeno o receptor asociado
con células indeseadas e internalizarse posteriormente. Se describen ejemplos de transportadores en la patente de
los Estados Unidos N°. 5.053.394. Los transportadores preferidos para uso en la presente invenciéon son anticuerpos
y miméticos de anticuerpos.

Se han utilizado numerosas estructuras de proteinas no inmunoglobulinas para generar miméticos de anticuerpos
que se unen a epitopes antigénicos con la especificidad de un anticuerpo (publicacién PCT N° WO 00/34784). Por
ejemplo, se ha disefiado una estructura de "minicuerpo”, que esta relacionada con el pliegue de inmunoglobulina,
para eliminar tres cadenas beta de un dominio variable de la cadena pesada de un anticuerpo monoclonal
(Tramontano y col., J. Mol. Recognit. 7:9, 1994). Esta proteina incluye 61 restos y se puede usar para presentar dos
bucles hipervariables. Se han aleatorizado estos dos bucles y se han seleccionado los productos segun su union al
antigeno, pero hasta el momento el marco parece tener cierta utilidad limitada debido a problemas de solubilidad.
Otro marco utilizado para expresar bucles es tendamistat, una proteina que inhibe especificamente las alfa-amilasas
de mamifero y tiene 74 restos, una lamina beta de seis cadenas en sandwich junto con dos enlaces disulfuro,
(McConnell y Hoess, J. Mol. Biol. 250:460, 1995). Esta estructura incluye tres bucles pero, hasta la fecha, solo se
han examinado dos de estos bucles para la aleatorizacion potencial.

Se han ensayado ofras proteinas como marcos y se han utilizado para expresar restos aleatorizados sobre
superficies de alfa hélice (Nord y col., Nat. Biotechnol. 15:772, 1997; Nord y col., Protein Eng. 8:601, 1995), en los
bucles entre las hélices alfa y los haces de hélices alfa (Ku y Schultz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6552, 1995), y
bucles constrefiidos por puentes disulfuro, tales como los de los inhibidores de las proteasas pequeias (Markland y
col., Biochemistry 35:8045, 1996; Markland y col., Biochemistry 35:8058, 1996; Rottgen y Collins, Gene 164;243,
1995; Wang y col, J. Biol. Chem. 270:12250, 1995).

Los ejemplos de transportadores de anticuerpos que se pueden usar en la presente invencion incluyen anticuerpos
monoclonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos y sus fragmentos
bioldgicamente activos. Preferentemente, dichos anticuerpos se dirigen contra antigenos superficiales celulares
expresados en células y/o tejidos diana en trastornos proliferativos tales como cancer. Los ejemplos de anticuerpos
especificos dirigidos contra antigenos superficiales celulares en células diana incluyen sin limitacion anticuerpos
dirigidos contra el antigeno CD22 que se expresan en exceso en la mayoria de linfomas de linfocitos B; G5/44, una
forma humanizada de un anticuerpo monoclonal de murino dirigido contra CD22; anticuerpos contra el antigeno
superficial celular CD33, que es prevalente en determinados tumores mieloides humanos, especialmente, leucemia
mieloide aguda; hP67.6, una forma humanizada del anticuerpo de murino dirigido contra CD33 (véase la patente de
los Estados Unidos N° 5.773.001); un anticuerpo contra el antigeno PEM que se encuentra en muchos tumores de
origen epitelial designados mP67.6 (véase 1.D. Bernstein y col., J. Clin. Invest. 79:1153 (1987) e I.D. Bernstein y col.,
J. Immunol. 128:867-881 (1992)); y un anticuerpo humanizado contra el antigeno del carbohidrato Y de Lewis
expresado en exceso en muchos tumores solidos designados hu3S193, (véase la patente de los Estados Unidos N°
6.310.185 B1). Ademas, existen algunos anticuerpos comercialmente disponibles tales como rituximab (Rituxan™) y
trastuzumab (Herceptin™) que se pueden utilizar también como agentes transportadores/de direccionamiento.
Rituximab (Rituxan™) es un anticuerpo quimérico dirigido contra CD20 utilizado para tratar diversos linfomas de
linfocitos B y trastuzumab (Herceptin™) es un anticuerpo humanizado dirigido contra Her2 utilizado para tratar el
cancer de mama.

Se ilustra en el presente documento el uso como transportador de la presente invenciéon una molécula de anticuerpo
humanizado injertada con CDR dirigida contra el antigeno superficial celular CD22, designada G5/44. Este
anticuerpo es una forma humanizada de un anticuerpo monoclonal de murino dirigido contra CD22 que se dirige
contra el antigeno superficial celular CD22, que es prevalente en determinados linfomas humanos. El término "una
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molécula de anticuerpo injertada con CDR" como se usa en el presente documento se refiere a una molécula de
anticuerpo en la que la cadena pesada y/o ligera contiene una o mas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) que incluyen, si se desea, una CDR modificada (a partir de ahora en el presente
documento CDR) de un anticuerpo donante (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal de murino) injertado en un
marco de la region variable de la cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo aceptor (por ejemplo, un anticuerpo
humano). Preferentemente, tal anticuerpo injertado con CDR tiene un dominio variable que comprende regiones
marco aceptoras humanas asi como una o mas de las CDR citadas anteriormente.

Cuando se injertan las CDR, se puede usar cualquier secuencia marco de region variable aceptora adecuada
teniendo en cuenta la clase/tipo del anticuerpo donante a partir del cual se deriva la CDR, incluyendo regiones
marco de ratén, primate y ser humano. Ejemplos de regiones marco humanas que se pueden usar en la presente
invencion son KOL, NEWM, REI, EU, TUR, TEI, LAY y POM (Kabat y col. Seq. of Proteins of Immunol. Interest,
1:310-334 (1994)). Por ejemplo, se pueden usar KOL y NEWM para la cadena pesada, se puede usar REI para la
cadena ligera y EU, se pueden usar LAY y POM para la cadena pesada y la cadena ligera.

En un anticuerpo injertado con CDR de la presente invencion, se prefiere usar como anticuerpo aceptor uno que
tenga cadenas que sean homodlogas a las cadenas del anticuerpo donante. Las cadenas pesada vy ligera aceptoras
no necesitan derivarse necesariamente del mismo anticuerpo y pueden, si se desea, comprender cadenas de
materiales compuestos que tienen regiones marco derivadas de diferentes cadenas.

Asimismo, en un anticuerpo injertado con CDR de la presente invencion, las regiones marco no necesitan tener
exactamente la misma secuencia que las del anticuerpo aceptor. Por ejemplo, se pueden cambiar restos inusuales
por restos mas frecuentes de la clase o tipo de la cadena aceptora. Como alternativa, los restos seleccionados en
las regiones marco aceptoras se pueden cambiar de tal manera que correspondan al resto que se encuentra en la
misma posicion en el anticuerpo donante o en un resto que sea una sustitucién conservativa para el resto que se
encuentra en la misma posicién en el anticuerpo donante. Dichos cambios deben mantenerse en el minimo
necesario para recuperar la afinidad del anticuerpo donante. Se muestra un protocolo para seleccionar restos en las
regiones marco aceptoras que se pueden necesitar cambiar en la Publicacion PCT N° WO 91/09967.

Los restos donantes son restos procedentes del anticuerpo donante, es decir, el anticuerpo a partir del cual se
derivaron originalmente las CDR.

El anticuerpo de la presente invencién puede comprender una cadena pesada en la que el dominio variable
comprende como CDR-H2 (tal como se ha definido por Kabat y col., (mas arriba)) un H2' en el que se ha eliminado
una secuencia del sitio de glicosilacion potencial a fin de aumentar la afinidad del anticuerpo para el antigeno.

De manera alternativa o adicional, el anticuerpo de la presente invencién puede comprender una cadena pesada en
la que el dominio variable comprende como CDR-H2 (como se ha definido por Kabat y col., (mas arriba)) una H2" en
la que un resto de lisina esta en la posicion 60. Este resto de lisina, que se localiza en la posicién expuesta en CDR-
H2, y se considera que tiene el potencial de reaccionar con los agentes de conjugacion resultantes en una reduccion
de la afinidad de la unién a antigeno, se sustituye con un aminoacido alternativo.

Ademas, el anticuerpo de la presente invencion puede comprender una cadena pesada en la que el dominio variable
comprende como CDR-H2 (como se ha definido por Kabat y col., (mas arriba)) una H2" en la que la secuencia del
sitio de glicosilacion potencial y el resto de lisina en la posicion 60, se sustituyen con aminoacidos alternativos.

El anticuerpo de la presente invencién puede comprender: un anticuerpo completo que tienen las cadenas pesada y
ligera de longitud completa; uno de sus fragmentos biolégicamente activos, tales como Fab, Fab modificado, Fab',
F(ab'), o un fragmento Fv; un monémero o un dimero de cadena ligera o de cadena pesada; o un anticuerpo
monocatenario, por ejemplo, un Fv monocatenario en el que los dominios variables de la cadena pesada y la cadena
ligera se unen mediante un péptido engarce. De manera similar, las regiones variables de la cadena pesada y ligera
pueden combinarse con otros dominios de anticuerpos segun sea adecuado.

El anticuerpo de la presente invencion puede incluir también un fragmento Fab modificado en el que la modificacion
es la adiciéon de uno o mas aminoacidos para permitir la unién de una molécula efectora o indicadora al extremo
terminal C de su cadena pesada. Preferentemente, los aminoacidos adicionales forman una region bisagra
modificada que contiene uno a dos restos de cisteina a los cuales se puede unir el efector o la molécula indicadora.

Los dominios de la regidon constante del anticuerpo de la presente invencion, si estan presentes, se pueden
seleccionar con respecto a la funcion propuesta del anticuerpo, y en particular para las funciones efectoras que
puedan requerirse o no. Por ejemplo, los dominios de la region constante pueden ser dominios de IgA, IgD, IgE, 1gG
o IgM. En particular, se pueden usar dominios de la region constante de la IgG humana, especialmente de los
isotipos 1IgG1 e IgG3 cuando se prevé que el anticuerpo tenga usos terapéuticos y se requieren funciones efectoras
del anticuerpo. Como alternativa, se pueden usar los isotipos 1gG2 e IgG4 o la region Fc de IgG1 puede estar
mutada para abrogar la funcion efectora cuando se prevé el anticuerpo para fines terapéuticos y no se requieren o
se desean funciones efectoras del anticuerpo.

El anticuerpo de la presente divulgacion puede tener una afinidad de unién de al menos 5x10° M, preferentemente al
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menos 1x10”° M, mas preferentemente al menos O,75x‘|0'10 M, y lo mas preferentemente al menos 0,5x10'10 M.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a conjugados de inmunotoxinas y se describen en el presente
documento procedimientos para preparar estos conjugando usando variantes de anticuerpos o miméticos de
anticuerpos. En una realizacién preferida, las variantes del anticuerpo de la presente invencion se dirigen contra
CD22 y expresan una afinidad aumentada para CD22. Se pueden obtener dichas variantes mediante numerosos
protocolos de maduracién por afinidad incluyendo mutaciones en las CDR (Yang y col, J. Mol. Biol., 254, 392-403,
1995), busqueda de cadenas (Marks y col., Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), uso de cepas mutantes de E. coli
(Low vy col., J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), Intercambio de ADN (Patten y col., Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-
733, 1997), expresion en fagos (Thompson y col., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) y PCR sexual (Crameri y col.,
Nature, 391, 288-291, 1998).

Puede utilizarse cualquier sistema de célula/vector hospedador para la expresion de las secuencias ADN que
codifican el transportador, incluyendo los anticuerpos de la presente invencion. Se pueden usar sistemas
bacterianos, por ejemplo, E. coli, y otros sistemas microbianos, en parte, para la expresion de fragmentos de
anticuerpos tales como fragmentos Fab y F(ab'),, y especialmente fragmentos Fv y fragmentos de anticuerpos
monocatenarios, por ejemplo, Fv monocatenarios. Se pueden usar sistemas de expresion de células hospedadoras
eucariotas, por ejemplo, de mamiferos para la produccion de anticuerpos mas grandes, incluyendo moléculas de
anticuerpos completas. Las células hospedadoras de mamiferos adecuadas incluyen células CHO, células de
mieloma, células de levadura, células de insectos, células de hibridoma, células NSO, células VERO o células PER
C6. Los sistemas de expresion adecuados incluyen también animales y plantas transgénicas.

Il. AGENTES TERAPEUTICOS

Los agentes terapéuticos adecuados para su uso en la presente invencion son farmacos citotoxicos que inhiben o
perturban la polimerizacién de la tubulina, Agentes alquilantes que se unen y perturban el ADN, y agentes que
inhiben la sintesis de proteinas o de las proteinas celulares esenciales tales como las proteinas quinasas, enzimas y
ciclinas. Los ejemplos de dichos farmacos citotdxicos incluyen, pero no se limitan a tiotepa, taxanos, vincristina,
daunorubicina, doxorrubicina, epirubicina, actinomicina, autramicina, azaserinas, bleomicinas, tamoxifeno,
idarubicina, dolastatinas/auristatinas, hemiasterlinas, caliqueamicinas, esperamicinas y maitansinoides. Los
farmacos citotoxicos preferidos son las caliqueamicinas, que son un ejemplo de los antibiéticos antitumorales de
trisulfuro de metilo. Se describen los ejemplos de caliqueamicinas adecuados para el uso en la presente invencion,
por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos n° 4.671.958; patente de los Estados Unidos N° 4.970.198, patente
de los Estados Unidos N° 5.053.394, patente de los Estados Unidos N° 5.037.651; y la patente de los Estados
Unidos N° 5.079.233. Las caliqueamicinas preferidas son los derivados de las gamma caliqueamicinas o los
derivados de la N-acetil gamma-caliqueamicina.

l1l. CONJUGADOS DE DERIVADOS DE FARMACO CITOTOXICO/TRANSPORTADOR
Los conjugados de la presente invencion tienen la formula Pr(-X-W)m, en la que:

Pr es un transportador proteinico,

X es un engarce que comprende un producto de cualquier grupo reactivo que pueda reaccionar con un
transportador proteinico,

W es el farmaco citotoxico;

m es la carga promedio de un producto de conjugacion purificado, de tal manera que la caliqueamicina constituye
un 4 - 10 % del conjugado en peso; y

(-X-W)m es un farmaco citotoxico.

Preferentemente, X tiene la formula
(CO-Alg'- Sp'- Ar--Sp?- Alg®- C(Z') = Q - Sp)
en la que

Alg1 y Alg2 son independientemente un enlace o una cadena de alquileno (C+4-C1o) ramificada o no ramificada;
Sp1 es un enlace, -S-, -O-, -CONH-, -NHCO-, -NR'-, -N(CH2CH3)2N-, 0 -X-Ar'-Y-(CH2),-Z en la que X, Y, y Z son
independientemente un enlace, -NR'-, -S-, u -O-, con la condicién de que cuando n = 0, entonces al menos uno
de Y y Z debe ser un enlace y Ar' es 1,2-, 1,3-, o 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con uno, dos, o tres
grupos de alquilo (C4-Cs), alcoxi (C1-Ca), tioalcoxi (C1-Cs), haldégeno, nitro, -COOR', -CONHR', -(CH;),COOR', -
S(CH2),COOR', -O(CH2),CONHR', 0 -S(CH,),CONHR', con la condicién de que cuando Alk' es un enlace, Sp' es
un enlace;

n es un numero entero de 0 a 5;

R' es una cadena (C+-Cs) ramificada o no ramificada opcionalmente sustituida con uno o dos grupos de -OH,
alcoxi (C4-C4), tioalcoxi (C1-C4), halégeno, nitro, dialquilamino (C+-Cs), o trialquil (C4-C3) amonio -A” en el que A
es un anion farmacéuticamente aceptable que completa una sal;

Ares 1,2-, 1,3-, o 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con uno, dos, o tres grupos de alquilo (C4-Cs), alcoxi (C+-
Cs), tioalcoxi (C4-C4), halégeno, nitro, -COOR', -CONHR', -O(CH;),COOR', -S(CH.),COOR', -O(CH2),CONHR', o
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-S(CH2)»CONHR' en el que n y R' son como se ha definido anteriormente en el presente documento o un 1,2-,
1,3-,1,4-,1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6-, 0 2,7-naftilideno o

10
|/,N
|

con cada naftilideno o fenotiazina opcionalmente sustituida con uno, dos, tres, o cuatro grupos de alquilo (C1-Cg),
alcoxi (C4-Cs), tioalcoxi (C4-Cs), halégeno, nitro, -COOR’, -CONHR', -O(CH,),COOR', -S(CH),COOR', o -
S(CH2)n CONHR' en el que n y R' son como se ha definido anteriormente, con la condicion de que cuando Ar es
fenotlazma Sp es un enlace vinculado solo a nitrégeno;
SP es un enlace, -S-, u -O-, con la condicién de que cuando Alk?es un enlace, Sp es un enlace;

es H, alquilo (C+-Cs), o fenilo opcionalmente sustituido con uno, dos, o tres grupos de alquilo (C1-Cg), alcoxi
(C1 Cs), tioalcoxi (C1-Cs), halégeno, nitro, -COOR', -ONHR', -O(CH2),COOR', -S(CH2),COOR', -O(CH2),CONHR',
0 -S(CH3),CONHR' en el que n y R' son como se ha definido anteriormente;
Sp es un radical (C4+-C4g) divalente o trivalente de cadena lineal o ramificada, un radical arilo o heteroarilo
divalente o trivalente, un radical cicloalquilo o heterocicloalquilo (C3-C+s) divalente o trivalente, un radical arilo o
heteroaril (C4-C1sg) arilo divalente o trivalente, un radical cicloalquilo o heterocicloalquil (C1-C1s) alquilo divalente o
trivalente o un radical alquilo (C,-Cjs) divalente o trivalente insaturado, en el que heteroarilo es preferentemente
furilo, tienilo, N-metilpirrolilo, piridinilo, N-metilimidazolilo, oxazolilo, pirimidinilo, quinolilo, isoquinolilo, N-
metilcarbazoilo, aminocourmarinilo, o fenazinilo y en el que si Sp es un radical trivalente, Sp puede sustituirse
adicionalmente por grupos dialquil (C1-Cs) lamino inferior, alcoxi (C+-Cs) inferior, hidroxi, o alquiltio (C1.Cs) inferior;

y
Q es =NHNCO-, =NHNCS-, =NHNCONH-, =NHNCSNH-, 0 =NHO-.

Preferentemente, AIq1 es una cadena de alquileno (C+-C1o) ramificado o no ramificado; Sp' es un enlace, -S-, -O-, -
CONH-, -NHCO-, o -NR' en el que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento, con la
condicién de que cuando Alk" es un enlace, Sp es un enlace;

Ares 1,2-, 1,3-, 0 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con uno, dos, o tres grupos de alquilo (C4-Cs), alcoxi (C+-
Cs), tioalcoxi (C4-C4), halégeno, nitro, -COOR', -CONHR', -O(CH;),COOR’, -S(CH;),COOR’, -O(CH2),CONHR', 0
-S(CH2)»CONHR' en la que n y R' son como se ha definido anteriormente, o Ar es un 1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,5-, 1,6-,
1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6-, 0 2,7-naftilideno sustituido cada uno opcionalmente con uno, dos, tres, o cuatro grupos de
alquilo (C4-Cg), alcoxi (C4-Cs), tioalcoxi (C4-Cs), halégeno, nitro, -COOR', -CONHR', -O(CH2),COOR’, -
S(CH3),COOR', -O(CH2),CONHR', o

-S(CHz) CONHR'.

Z" es alquilo (C4-Cs), o fenilo opcionalmente sustituido con uno, dos, o tres grupos de alquilo (C1-Cs), alcoxi (C+-
C4), tioalcoxi (C1-Ca), halogeno nitro, -COOR', -CONHR', -O(CH2),COOR’, -S(CH;),COOR’, -O(CH2),CONHR', 0
-S(CH2).CON-HR"; Alg® y Sp® son conjuntamente un enlace; y Sp y Q son como se ha definido inmediatamente
anteriormente.

La patente de los Estados Unidos N° 5.773.001, describe engarces que se pueden usar con derivados nucledfilos,
particularmente hidrazidas y nucledfilos relacionados, preparados a partir de caliqueamicinas. Estos engarces son
especialmente utiles en aquellos casos en los que se obtiene una actividad mejor cuando el enlace formado entre el
farmaco y el engarce es hidrolizable. Estos engarces contienen dos grupos funcionales. Un grupo es normalmente
un acido carboxilico que se utiliza para reaccionar con el transportador. El grupo funcional acido, cuando se activa
adecuadamente, puede formar un enlace amida con un grupo amina libre del transportador, tal como, por ejemplo, la
amina en la cadena secundaria de una lisina de un anticuerpo u otro transportador proteinico. El otro grupo funcional
es comunmente un grupo carbonilo, es decir, un aldehido o una cetona, que reaccionara con el agente terapéutico
modificado adecuadamente. Los grupos carbonilo pueden reaccionar con un grupo hidrazida en el farmaco para
formar un enlace hidrazona. Este enlace es hidrolizable, permitiendo la liberaciéon del agente terapéutico a partir del
conjugado tras la union a las células diana.

Un engarce bifuncional mas preferido para su uso en la presente invencion es acido 4-(4-acetilfenoxi) butanoico
(AcBut), que da como resultado un producto preferido en el que el conjugado consiste en p-caliqueamicina, y-
caligueamicina o N-acetil y-caliqueamicina funcionalizada por reaccién con 3-mercapto-3-metil butanoil hidrazida, el
engarce AcBut, y un transportador dirigido al anticuerpo IgG humano o humanizado.

IV. CONJUGACION MONOMERICA

La naturaleza hidréfoba natural de muchos farmacos citotdxicos incluyendo las caliqueamicinas crea dificultades en
la preparacion de conjugados de farmacos monoméricos con buenas cargas de farmacos y rendimientos razonables
que son necesarios para las aplicaciones terapéuticas. La hidrofobicidad aumentada del enlace proporcionado por
los engarces, tal como el engarce AcBut, descrito en la patente de los Estados Unidos N° 5.773.001, asi como la
mayor distancia covalente que separa el agente terapéutico del transportador (anticuerpo), agrava este problema.

La agregacion de conjugados de derivados de farmaco citotoxico / transportador con cargas mayores de farmacos
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se produce debido a la naturaleza hidréfoba de los farmacos. Ha de limitarse a menudo la carga del farmaco para
obtener cantidades razonables de producto monomérico. En algunos casos, tales como con los conjugados de la
patente de los Estados Unidos N° 5.877.296, es a menudo dificil preparar conjugados en rendimientos Utiles con
cargas Utiles para aplicaciones terapéuticas que utilizan las condiciones de reaccion descritas en la patente de los
Estados Unidos N° 5.053.394 debido a la agregacion excesiva. Estas condiciones de reaccion utilizaron DMF como
el cosolvente en la reaccién de conjugacion. Se necesitan por tanto procedimientos que permiten mayores
cargas/rendimientos de farmacos sin agregacion y la pérdida inherente de material.

Se describen mejoras para reducir la agregacion en las patentes de los Estados Unidos N°° 5.712.374 y 5.714.586.
Se describen en dichas patentes transportadores proteinicos que incluyen, pero no se limitan a, proteinas tales
como anticuerpos humanos o humanizados que se usan para dirigir los agentes citotoxicos terapéuticos, tales como,
por ejemplo, hP67.6 y el resto de anticuerpos humanizados descritos en las anteriores. En dichas patentes, se ha
descubierto que el uso de una solucion tamponada no nucledfila, compatible con proteinas, que contiene (i)
propilenglicol como cosolvente y (ii) un aditivo que comprende al menos un acido carboxilico Cs-C1g produce
generalmente conjugados de derivados monoméricos de farmaco citotoxico / transportador con mayor
carga/rendimiento del farmaco y agregacion disminuida que tienen una excelente actividad. Los acidos preferidos
descritos en el anterior eran acidos C; a Ciz, y el acido mas preferido era el acido octanoico (tal como acido
caprilico) o sus sales. Las soluciones tamponadas preferidas para los conjugados preparados a partir de ésteres de
N-hidroxisuccinimida (OSu) u otros ésteres activados comparables eran solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) o acido N-2-hidroxietil piperazina-N'-2-etanosulfénico (tampén HEPES). La solucion tamponada utilizada en
dichas reacciones de conjugacion no puede contener aminas o nucledfilos libres. Para otros tipos de conjugados, se
pueden determinar facilmente los tampones aceptables. Como alternativa, el uso de una solucién tamponada no
nucledfila, compatible con proteinas, se ha encontrado también que la solucién tamponada que contiene t-butanol
sin el aditivo adicional produce conjugados de derivados/transportadores de caliqueamicina monomérica con mayor
carga/rendimiento del farmaco y agregacion disminuida.

La cantidad de cosolvente necesaria para formar un conjugado monomeérico varia algo de proteina a proteina y se
puede determinar por las personas normalmente expertas en la técnica sin experimentacion innecesaria. La cantidad
de aditivo necesaria para formar eficazmente un conjugado monomérico varia también de anticuerpo a anticuerpo.
Una persona normalmente experta en la materia puede determinar también esta cantidad sin experimentacion
innecesaria. En las patentes de los Estados Unidos con Numeros 5.712.374 y 5.714.586 se afadieron adiciones de
propilenglicol en cantidades que variaban de 10 % a 60 %, preferentemente de 10 % a 40 %, y mas preferentemente
aproximadamente 30 % en volumen de la solucion total, y un aditivo que comprende al menos un acido carboxilico
Cs-C1s 0 su sal, preferentemente acido caprilico o su sal, en cantidades que varian de 20 mM a 100 mM,
preferentemente de 40 mM a 90 mM, y mas preferentemente de aproximadamente 60 mM a 90 mM a reacciones de
conjugacion para producir conjugados de derivados monoméricos de farmaco citotoxico / transportador con mayor
carga/rendimiento del farmaco y agregaciéon disminuida. Podrian utilizarse también otros cosolventes organicos
compatibles con proteinas diferentes de propilenglicol, tales como etilenglicol, etanol, DMF, DMSQO; etc. Se utilizaron
algunos o todos los cosolventes organicos para transferir el farmaco a la mezcla de conjugacion.

Como alternativa, en dichas patentes, podria aumentarse la concentracién del acido carboxilico Cs-C1s 0 su sal a
150-300 mM vy el cosolvente distribuirse en forma de gotas al 1-10 %. En una realizacion, el acido carboxilico era
acido octanoico o su sal. En una realizacion preferida, el acido carboxilico era acido decanoico o su sal. En otra
realizacion preferida, el acido carboxilico era acido caprilico o su sal, que estaba presente a una concentracion de
200 mM de acido caprilico junto con propilenglicol al 5 % o etanol.

En otra realizacion alternativa de dichas patentes, podria afiadirse t-butanol a concentraciones que varian de 10 % a
25 %, preferentemente 15 %, en volumen de la solucion total a la reaccién de conjugacion para producir conjugado
de derivado de farmaco citotoxico / transportador con mayor carga/rendimiento del farmaco y agregacion disminuida.
Estas condiciones de conjugacion establecidas se aplicaron a la formacion de CMA-676 (Gemtuzumab Ozogamicin),
que se vende ahora comercialmente como Mylotarg . Debido a la introduccion de este tratamiento para la leucemia
mieloide aguda (LMA), se ha aprendido a través del uso de la cromatografia de intercambio i6nico que la
caliqueamicina no esta distribuida sobre el anticuerpo de una manera uniforme. La mayor parte de la caliqueamicina
esta en aproximadamente la mitad del anticuerpo, mientras que la otra mitad existe en una LCF que contiene solo
pequefias cantidades de caliqueamicina. En consecuencia, existe una necesidad critica de mejorar los
procedimientos para conjugar farmacos citotoxicos tales como las caliqueamicinas con transportadores que
minimicen la cantidad de agregaciéon y permitan una mayor carga uniforme del farmaco con un rendimiento
significativamente mejorado del producto conjugado.

Un ejemplo especifico es el del conjugado G5/44-NAc-gamma-caliqueamicina DMH AcBut, que se denomina CMC-
544 y se muestra genéricamente en la Figura 17. Se deseaba la reduccion de la cantidad de la LCF a <10 % del
anticuerpo total para el desarrollo de CMC-544, y se consideraron varias opciones para la reduccion de los niveles
de la LCF. Oftros atributos del inmunoconjugado, tales como la unién al antigeno y la citotoxicidad, no deben verse
afectados por la solucion en ultima instancia. Las opciones consideradas incluyeron la modificacion genética o fisica
del anticuerpo, las técnicas de separacion cromatograficas, o la modificacion de las condiciones de reaccion.

La reaccion del anticuerpo G5/44 con las NAc-gamma-caliqueamicina DMH AcBut OSu utilizando condiciones de
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reaccion antiguas (Condiciones del Procedimiento CMA-676) dieron como resultado un producto con similares
propiedades fisicas (carga del farmaco, LCF, y agregacion) como CMA-676. Sin embargo, el nivel elevado (50-60 %)
de LCF presente tras la conjugacion se considerd indeseable. Se determinaron las condiciones de reaccion 6ptimas
a través de la metodologia estadistica de disefio experimental en la que se evaluaron variables de reaccion claves
tales como la temperatura, pH, entrada del derivado de caliqueamicina, y concentracion de aditivos. El analisis de
estos experimentos demostré que la entrada de caliqueamicina y la concentracion de aditivo tenian los efectos mas
significativos sobre el nivel de la fraccion conjugada baja LCF y la formacion de agregados, mientras que la
temperatura y el pH ejercieron influencias similares. En experimentos adicionales, se ha mostrado también que las
concentraciones de proteinas transportadoras (anticuerpos) y cosolventes (etanol) fueron analogamente de menor
importancia (en comparacion con la entrada de caliqueamicina y la concentracion de aditivo) en el control de la LCF
y los niveles de agregados. A fin de reducir la LCF a <10 % se aumento la entrada del derivado de caliqueamicina de
3 % a 8,5 % (en p/p) con respecto a la cantidad de anticuerpo en la reacciéon. Se cambid el aditivo de acido
octanoico o su sal a una concentracion de 200 mM (procedimiento CMA-676) a acido decanoico o su sal a una
concentracion de 37,5 mM. La reaccién de conjugacion procedié mejor a una temperatura (30-35°C) y un pH (8,2-
8,7) ligeramente elevados. Las condiciones de reaccion que incorporaban estos cambios redujeron la LCF por
debajo del 10 por ciento aumentando a la vez la carga de caliqueamicina, y se denominan a partir de ahora en el
presente documento Condiciéon de Procedimiento CMC-544 o "nuevas" condiciones de procedimiento. En la Tabla 1
se muestra una comparacion de los resultados obtenidos con las Condiciones de Procedimiento CMA-676 y CMC-
544,

TABLA 1: COMPARACION DE LAS CONDICIONES DE PROCEDIMIENTO CMA-676 Y CMC-544

CONDICIONES/RESULTADOS CONDICIONES DE CONDICIONES DE
PROCEDIMIENTO CMA-676 PROCEDIMIENTO CMC-544
Entrada de caliqueamicina 3,0 % (en p/p sobre la base del peso 8,5 % (p/p)
Identidad del aditivo y temperatura de de polvo) Acido decanoico/Decanoato de
la concentracion Acido octanoico/Sodio octanoico; 200 sodio; 37,5 mM
mM 31-35°C
26°C
pH 7.8 8,2-8,7
Carga de caliqueamicina (porcentaje en 2,4-3,5 7,0-9,0
peso; mediante el ensayo de UV)
Fraccion conjugada baja (LCF) (antes 45-65 % del area de HPLC <10 %
de la purificacion)
Agregacion (antes de la purificacion) -5% <5%
Agregacion (después de la purificacion) <2 % <2%

El aumento en la entrada de caliqueamicina aumenté la carga del farmaco de 2,5-3,0 en porcentaje en peso a 7,0-
9,0 (mas normalmente 7,5-8,5) en porcentaje en peso, y dio como resultado un nulo aumento en la agregacion de
proteinas en la reaccion. Debido a la reduccion del agregado y la LCF, las condiciones del procedimiento CMC-544
dieron como resultado un producto mas homogéneo. CMC-544 se prepardé de manera reproducible mediante este
nuevo procedimiento de conjugacién a escala multigramo de anticuerpo.

En las anteriores reacciones, la concentracion del anticuerpo puede variar de 1 a 15 mg/ml, y la concentracion del
derivado de caliqueamicina, por ejemplo, el éster de N-acetil gamma-caliqueamicina DMH AcBut OSu (usado para
preparar los conjugados que se muestran en la Figura 17), varia entre aproximadamente 4,5-11 % en peso del
anticuerpo. El cosolvente era etanol, para el cual se han demostrado buenos resultados a concentraciones que
variaban entre 6 y 11,4 % (en base volumétrica). Las reacciones se realizaron en PBS, HEPES, acido N-(2-
Hidroxietill)piperazina-N'-(4-etanosulfénico) (HEPBS), u otro tampdn compatible a un pH de 8 a 9, a una temperatura
que varia de 300°C a aproximadamente 350°C, y para tiempos que varian de 15 minutos a 24 horas. Los que sean
expertos en la materia pueden determinar facilmente intervalos de pH aceptables para otros tipos de conjugados. Se
ha descubierto que para diversos anticuerpos, el uso de ligeras variaciones en las combinaciones de los aditivos
anteriormente mencionados mejora la carga del farmaco y el rendimiento del conjugado monomérico, y debe
entenderse que cualquier transportador de proteinas concreto puede requerir algunas alteraciones menores en las
condiciones exactas de seleccion de los aditivos para conseguir los resultados 6ptimos.

V. PURIFICACION Y SEPARACION DEL CONJUGADO

Tras la conjugacion, los conjugados monomeéricos se pueden separar de los reactivos sin conjugar (tales como el
transportador proteinico y el farmaco citotoxico/caliqueamicina libre) y/o la forma agregada de los conjugados
mediante procedimientos convencionales, por ejemplo, cromatografia de exclusion molecular (SEC), cromatografia
de interaccion hidréfoba (HIC), cromatografia de intercambio idnico (IEC), o cromatocentrado (CF). Los conjugados
purificados son monoméricos, y contienen usualmente de un 4 aun 10 % en peso de farmaco
citotoxico/caliqueamicina. En una realizacion preferida, los conjugados se purifican usando cromatografia de
interaccion hidréfoba (HIC). En los procedimientos anteriormente utilizados para la produccion a escala de
fabricacion de los conjugados de farmacos citotdxicos/caliqueamicina de anticuerpos (procedimiento CMA-676), la
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Unica etapa de separacion posterior a la conjugacién empleada fue la cromatografia de exclusion por tamario (SEC).
Aunque esta etapa es muy eficaz en la eliminacion de conjugados de agregados y para realizar el intercambio de
tampones para la formulacion, es ineficaz en la reduccion del contenido de LCF. En consecuencia, el procedimiento
basado en SEC se basa completamente en la quimica de la reaccion de conjugacion para controlar el contenido de
LCF del producto final. Otra desventaja de SEC es la limitacién del volumen de la mezcla de reaccion conjugada
aplicada a la columna (que no excede normalmente del 5 por ciento del volumen del lecho de la columna de
procedimiento). Esto limita gravemente el tamafo del lote (y por tanto la capacidad de produccion) que se puede
soportar en un espacio de produccion dado. Finalmente, el procedimiento de purificacion SEC da como resultado
también una dilucion significativa de la solucién conjugada, que supone restricciones a la concentracion de proteinas
que se puede conseguir de manera dependiente en la formulacion.

Cuando un farmaco citotdxico tiene una naturaleza muy hidréfoba, tal como un derivado de caliqueamicina, y se usa
en un conjugado, la cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) es un candidato preferido para proporcionar una
separacion eficaz del anticuerpo conjugado y no conjugado. HIC presenta tres ventajas clave sobre SEC: (1) tiene la
capacidad de reducir eficazmente el contenido de LCF asi como el agregado; (2) la capacidad de carga de la
columna para HIC es mucho mayor; y (3) HIC evita la excesiva dilucion del producto.

Numerosos medios de HIC de alta capacidad adecuados para el uso a escala de produccion, tales como Butyl,
Phenyl y Octyl Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), pueden conjugar eficazmente de
manera separada componentes y agregados del conjugado a partir de componentes conjugados monoméricos tras
el procedimiento de la conjugacion.

VI. COMPOSICIONES Y FORMULACIONES

La presente divulgacion proporciona también un procedimiento para la preparacion de una composicion/formulacion
de un conjugado monomérico de un derivado de farmaco citotéxico/transportador de la presente invencion junto con
un excipiente, diluyente o transportador farmacéuticamente aceptable.

El conjugado monomérico de derivado de farmaco citotdxico / transportador puede ser un tnico principio activo en la
composicion/formulacion terapéutica o diagndstica o puede ir acompafiado de mediante otros principios activos que
incluyen ingredientes de anticuerpos diferentes, por ejemplo, anticuerpos dirigidos contra CD19, dirigidos contra
CD20, dirigidos contra CD33, dirigidos contra linfocitos T, dirigidos contra IFNy o dirigidos contra LPS, o ingredientes
no de anticuerpos tales como citoquinas, factores de crecimiento, hormonas, antihormonas, farmacos citotoxicos y
xantinas.

Las citoquinas y factores de crecimiento que se pueden usar para tratar trastornos proliferativos tales como el cancer
y que se pueden usar junto con los conjugados de derivados de farmaco citotoxico / transportador de la presente
invencion incluyen interferones, interleuquinas tales como interleuquina 2 (IL-2), TNF, CSF, GM-CSF y G-CSF.

Las hormonas comunmente usadas para tratar trastornos proliferativos tales como el cancer y que se pueden usar
junto con los conjugados de derivado de farmaco citotoxico / transportador de la presente invencion incluyen
estrogenos tales como dietilestilbestrol y estradiol, androgenos tales como testosterona y Halotestin, progestinas
tales como Megace y Provera, y corticoesteroides tales como prednisona, dexametasona, e hidrocortisona.

Se usan comunmente antihormonas tales como antiestrégenos, es decir, tamoxifeno, antiandrégenos, es decir,
flutamida y agentes antiadrenales para tratar trastornos proliferativos tales como el cancer, y se pueden usar junto
con el conjugado del derivado / transportador del farmaco citotdxico de la presente invencion.

Los agentes quimioterapéuticos/antineoplasicos usados habitualmente para tratar trastornos proliferativos tales
como el cancer, y que se pueden usar junto con el conjugado de derivado de farmaco citotdxico / transportador de la
presente invencion incluyen, pero sin limitacion, Adriamicina, cisplatino, carboplatino, vinblastina, vincristina,
bleomicina, metotrexato, doxorrubicina, fluorouracilos, etoposido, taxol y sus diversos analogos, y mitomicina.

Las composiciones deben comprender preferentemente una cantidad terapéuticamente eficaz de un conjugado de la
invencion. El término "cantidad terapéuticamente eficaz" como se usa en el presente documento se refiere a una
cantidad de un agente terapéutico necesaria para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o dolencia diana, o para
presentar un efecto terapéutico o preventivo detectable. Para cualquier conjugado, se puede estimar la dosis
terapéuticamente eficaz inicialmente tanto en ensayos de cultivos celulares como en modelos animales, usualmente
en roedores, conejos, perros, cerdos o primates. El modelo animal también puede usarse para determinar el
intervalo de concentracion adecuado y la pauta de administracion. Dicha informacion puede usarse seguidamente
para determinar dosis Utiles y rutas para la administracion en seres humanos.

La cantidad eficaz precisa para un sujeto humano dependera de la gravedad de la patologia, la salud general del
sujeto, la edad, el peso y el sexo del sujeto, la dieta, el tiempo y la frecuencia de administracion, la(s)
combinacion(es) de farmacos, las sensibilidades a la reaccion y la tolerancia/respuesta al tratamiento. Esta cantidad
se puede determinar mediante experimentacion rutinaria y esta comprendida en el criterio del especialista clinico. En
general, una dosis eficaz estara entre 0,1 mg/m? y 50 mg/m? preferentemente 0,4 mg/m® a 30 mg/m? mas
preferentemente 2 mg/m2 a9 mg/mz, cuya dosis se calcula sobre la base del transportador proteinico.
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Las composiciones se pueden administrar individualmente a un paciente o se pueden administrar en combinacion
con otros agentes, farmacos u hormonas. La dosis a la que se administra el conjugado de derivado / anticuerpo de
farmaco citotéxico monomérico depende de la naturaleza de la dolencia que se va a tratar, el grado del linfoma o de
la leucemia maligna y si el conjugado se esta usando profilacticamente o para tratar una dolencia existente.

La frecuencia de a dosis dependera de la vida media del conjugado y de la duracién de su efecto. Si el conjugado
tiene una vida corta media (por ejemplo, 2 a 10 horas) puede ser necesario proporcionar una o mas dosis por dia.
Como alternativa, si la molécula del conjugado tiene una vida media larga (por ejemplo, 2 a 15 dias) puede ser
necesario solo proporcionar una dosificacién una vez por dia, una vez por semana o incluso una vez cada 1 o 2
meses.

Una composicion puede contener también un transportador farmacéuticamente aceptable para la administracion del
conjugado del anticuerpo. El transportador no debe inducir por si mismo la produccion de anticuerpos perjudiciales
para el individuo que recibe la composicion y no debe ser toxico. Los transportadores adecuados pueden ser
grandes macromoléculas metabolizadas lentamente tales como proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacaridos,
poli(acidos lacticos), poli (acidos glicolicos), aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas de
virus inactivas.

Se pueden usar sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales, tales como
clorhidratos, bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o las sales de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos,
malonatos y benzoatos.

Los transportadores farmacéuticamente aceptables de estas composiciones pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, suero salino, glicerol, y etanol. Ademas, pueden estar presentes en dichas composiciones
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes o sustancias tamponantes del pH. Dichos
transportadores permiten que las composiciones se formulen como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, lechadas o suspensiones, para la ingestion por el paciente.

Las formas preferidas para la administracion incluyen formas adecuadas para la administracion parenteral, por
ejemplo, mediante inyeccion o infusion, por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusion continua. Cuando el
producto es para inyeccion o la infusién, puede tomar la forma de una suspensién, solucién o emulsion en un
vehiculo oleoso o acuoso y puede contener agentes formuladores, tales como agentes suspensores, conservantes,
estabilizantes y/o dispersantes.

Aunque la estabilidad de las soluciones conjugadas tamponadas es adecuada para la estabilidad a corto plazo, la
estabilidad a largo plazo es mala. Para potenciar la estabilidad del conjugado y para aumentar su vida media, el
conjugado de anticuerpo-farmaco puede liofilizarse hasta una forma seca, para la reconstitucion antes del uso con
un liquido estéril adecuado. Los problemas asociados con la liofilizacién de una solucién de proteinas estan bien
documentados. Se puede producir la pérdida de la estructura secundaria, teciaria y cuaternaria durante los
procedimientos de congelacion y secado. En consecuencia, pueden incluirse crioconservantes para actuar como
estabilizantes amorfos del conjugado y para mantener la integridad estructural de la proteina durante el
procedimiento de liofilizacién. En una realizacion, el crioconservante util en la presente divulgacion es un alcohol
azucarado, tal como alditol, manitol, sorbitol, inositol, polietilenglicol, y sus combinaciones. En otra realizacion
descrita, el crioconservante es un acido azucarado, incluyendo un acido aldénico, un acido urénico, un acido
aldarico, y sus combinaciones.

El crioconservante de esta divulgacion puede ser también un hidrato de carbono. Los hidratos de carbono
adecuados son compuestos de aldehidos o cetonas que contienen dos o mas grupos hidroxilo. Los hidratos de
carbono pueden ser ciclicos o lineales e incluyen, por ejemplo, aldosas, cetosas, aminoazulcares, alditoles,
inositoles, acidos aldoénicos, acidos urénicos, o acidos aldaricos, o sus combinaciones. El hidrato de carbono puede
ser también un mono, un di, o un policarbohidrato, tal como por ejemplo, un disacarido o polisacarido. Los hidratos
de carbono adecuados incluyen por ejemplo, gliceraldehidos, arabinosa lixosa, pentosa, ribosa, xilosa, galactosa,
glucosa, hexosa, idosa, manosa, talosa, heptosa, glucosa, fructosa, acido glucénico, sorbitol, lactosa, manitol, metil
a-glucopiranoésido, maltosa, acido isoascorbico, acido ascorbico, lactona, sorbosa, acido glutamico, eritrosa, treosa,
arabinosa alosa, altrosa, gulosa, idosa, talosa, eritrulosa, ribulosa, xilulosa, psicosa, tagatosa, acido glucourénico,
acido glucénico, acido glutamico, acido galacturénico acido mannuronico, glucosamina, galactosamina, sacarosa,
trehalosa o acido neuraminico, o derivados del mismo. Los policarbohidratos adecuados incluyen, por ejemplo,
arabinanos, fructanos, fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos, mananos, xilanos (tales como, por ejemplo,
inulina), levano, fucoidano, carragenato, galactocarolosa, pectinas, acidos pécticos, amilosa, pululano, glucégeno,
amilopectina, celulosa, dextrano, pustulano, quitina, agarosas, queratina, condroitina, dermatano, acido hialurénico,
acido alginico, goma xantana, o almidon. Entre los hidratos de carbono Utiles estan la sacarosa, glucosa, lactosa,
trehalosa, y sus combinaciones. La sacarosa es un crioconservante particularmente util.

Preferentemente, el crioconservante de la presente divulgacion es un hidrato de carbono o alcohol "azucarado”, que
puede ser un alcohol polihidrico. Los compuestos polihidricos son compuestos que contienen mas de un grupo
hidroxilo. Preferentemente, los compuestos polihidricos son lineales. Los compuestos polihidricos adecuados
incluyen, por ejemplo, glicoles tales como etilenglicol, glicoles tales como propilenglicol, polietilenglicol, y
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polipropilenglicol, glicerol, o pentaeritritol; o0 sus combinaciones.
En algunas realizaciones descritas referidas, el agente crioconservante es sacarosa, trehalosa, manitol, o sorbitol.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencion se pueden administrar directamente al sujeto. Los sujetos
que se van a tratar pueden ser animales. Sin embargo, se prefiere que las composiciones se adapten para la
administracion a sujetos humanos.

Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse mediante cualquiera de numerosas rutas
incluyendo, pero no se limitan a, rutas oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmica, transcutanea (véase Publicacion PCT N° W098/20734), subcutanea, intraperitoneal,
intranasal, enteral, topica, sublingual, intravaginal o rectal. Se pueden usar también hipopulverizadores para
administrar las composiciones de la invenciéon. Normalmente, las composiciones pueden prepararse como
inyectables, tanto como soluciones o suspensiones liquidas. Se pueden preparar también formas sélidas adecuadas
para solucién en, o suspension en, vehiculos liquidos antes de la inyeccion.

La administracion directa de las composiciones se llevara a cabo generalmente mediante inyeccion, por via
subcutanea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o administrarse en el espacio intersticial de un tejido. Las
composiciones se pueden administrar también en una lesién. El tratamiento de dosificacién puede ser un calendario
de dosis Unica o un calendario de dosis multiple.

Se apreciara que el principio activo de la composicidon sera un conjugado de farmaco citotoxico/transportador
proteinico. De este modo, sera susceptible a la degradacion en el tracto gastrointestinal. Por tanto, si la composicion
se va a administrar mediante una ruta que utiliza el tracto gastrointestinal, la composicién necesitara contener
agentes que protejan al conjugado de la degradacion, pero que liberen al conjugado una vez que se ha absorbido
desde el tracto gastrointestinal.

Esta disponible una discusion completa de los transportadores farmacéuticamente aceptables en Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

La presente invencién proporciona en particular un derivado de caliqueamicina monomérico / anticuerpo humanizado
dirigido contra CD22 (G5/44), CMC-544, para su uso en el tratamiento de trastornos proliferativos caracterizados por
células que expresan el antigeno CD22 sobre su superficie.

La presente invencion proporciona ademas el uso de CMC-544 en la fabricacion de una composicién o un
medicamento para el tratamiento de un trastorno proliferativo caracterizado por células que expresan CD22.

Se puede utilizar también CMC-544 en cualquier tratamiento en el que se desee reducir el nivel de células que
expresan CD22 que estan presentes en el sujeto que se esta tratando con la composicién o un medicamento
descrito en el presente documento. Especificamente, la composicién o el medicamento se utilizan para tratar seres
humanos o animales con trastornos proliferativos, concretamente linfomas y leucemias, que expresan el antigeno
CD22 sobre la superficie celular. Estas células que expresan CD22 pueden estar circulando en el cuerpo o estar
presentes en un numero indeseablemente grande en un sitio concreto en el cuerpo.

CMC-544 puede usarse también preferentemente para el tratamiento de neoplasias de linajes de linfocitos B que
incluyen linfomas y leucemias, de forma mas preferente linfoma no de Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica aguda
(LLA), mieloma multiple, leucemia linfocitica aguda (LLA) y leucemia linfocitica cronica (LLC). CMC-544 se puede
usar solo o en combinacidn con otros agentes bioactivos para tratar sujetos que padecen neoplasias de linfocitos B.

Los agentes bioactivos comunmente utilizados incluyen factores de crecimiento, citoquinas, y farmacos citotdxicos.
Los farmacos citotéxicos comunmente utilizados para tratar trastornos proliferativos tales como el cancer, y que se
pueden usar juntos con CMC-544 incluyen una antraciclina tal como doxorubicina, daunorubicina, idarubicina,
aclarubicina, zorubicina, mitoxantrona, epirubicina, carrubicina, nogalamicina, menogaril, pitarubicina, y valrubicina
durante hasta tres dias; y un nucledsido de pirimidina o purina tal como citarabina, gemcitabina, ftrifluridina,
ancitabina, enocitabina, azacitidina, doxifluridina, pentostatina, broxuridina, capecitabina, cladribina, decitabina,
floxuridina, fludarabina, gougerotina, puromicina, tegafur, tiazofurina. Otros agentes
quimioterapéuticos/antineoplasicos que se pueden administrar en combinacién con CMC-544 incluyen adriamicina,
cisplatino, carboplatino, ciclofosfamida, dacarbazina, vinblastina, vincristina, mitoxantrona, bleomicina,
mecloretamina, prednisona, procarbazina, metotrexato, fluorouracilos, etopdsido, taxol y sus diversos analogos, y
mitomicina. CMC-544 se puede administrar simultaneamente con uno o mas de estos agentes terapéuticos. Como
alternativa, CMC-544 se puede administrar secuencialmente con uno o mas de estos agentes terapéuticos.

CMC_544 se puede administrar también solo, en paralelo con, o secuencialmente con una combinaciéon de otros
agentes bioactivos tales como factores de crecimiento, citoquinas, esteroides, anticuerpos tales como anticuerpo
dirigido contra CD20, rituximab (Rituxan™), y agentes quimioterapéuticos como parte de un régimen de tratamiento.
Los regimenes de tratamiento establecidos para el tratamiento de trastornos linfoproliferativos malignos incluyen
CHOPRP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina), CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina, y prednisona), COP (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona), CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
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procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona), m-BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina,
ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorina), ProM-ACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina, mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina), ProMACE-CytaBOM
(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina, citarabina, bleomicina, y vincristina),
MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, dosis fija de prednisona, bleomicina, vy
leucovorina), MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina), ABVD (adriamicina/doxorubicina,
bleomicina, vinblastina, y dacarbazina), MOPP alternando con ABV (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, y
vinblastina), y MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABVD
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina), y ChIVPP (clorambucilo, vinblastina,
procarbazina, y prednisona). El tratamiento puede comprender una fase de tratamiento de induccién, una fase de
tratamiento de consolidacion y una fase de tratamiento de mantenimiento. CMC-544 se puede administrar también
solo, en paralelo con, o secuencialmente con cualquiera de los regimenes de tratamiento anteriormente identificados
como parte de la fase de tratamiento de induccién, una fase de tratamiento de consolidacion y una fase de
tratamiento de mantenimiento.

Los conjugados de la presente invencion pueden administrarse también junto con otros agentes bioactivos y
quimioterapéuticos como parte de un régimen de quimioterapia combinado para el tratamiento de los linfomas
agresivos que han recidivado. Dicho régimen de tratamiento incluye IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, y etoposido),
MIME (metil-gag, ifosfamida, metotrexato, y etopdsido), DHAP (dexametasona, citarabina a dosis elevada, y
cisplatino), ESHAP (etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino), EPOCH (etoposido,
vincristina, y doxorubicina durante 96 horas con dosis de bolos de ciclofosfamida y prednisona oral), CEPP(B)
(ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, prednisona, y bleomicina), CAMP (lomustina, mitoxantrona, citarabina, y
prednisona), CVP-1 (ciclofosfamida, vincristina y prednisona), CHOP-B (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina,
prednisona, y bleomicina), CEPP-B (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, y bleomicina), y P/DOCE (epirubicina o
doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida, y prednisona). Los regimenes de tratamiento adicionales para linfomas
agresivos pueden incluir una primera linea de tratamiento en fase 1 con CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina, y prednisona)-rituximab (Rituxan™)-CMC-544, seguido por CHOP-rituximab en fase 2 y fase 3
(Rituxan™), CHOP-CMC-544 o CHOP-rituximab (Rituxan™)-CMC-544. Como alternativa, la fase 1 puede tener una
primera linea de tratamiento con COP (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona)-rituximab (Rituxan™)-CMC-544,
seguido por COP-rituximab (Rituxan™) en fase 2 y fase 3, COP-CMC-544 o COP-rituximab (Rituxan™)-CMC-544.
En una realizacion adicional, el tratamiento de linfomas agresivos puede incluir una primera o segunda linea de
tratamiento con el conjugado de farmaco-anticuerpo CMC-544 en fase 1, seguido por CMC-544 y CHOP en fase 2 y
3 (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y prednisona), CMC-544 y COP (ciclofosfamida, vincristina, y
prednisona), CMC-544 con rituximab (Rituxan™) o rituximab (Rituxan™) solo. En ofra realizacion adicional, el
tratamiento de linfomas agresivos puede incluir una primera linea de tratamiento con el conjugado de farmaco-
anticuerpo CMC-544 seguido en fase 2 y 3 con CMC-544 solo o en combinacién con diferentes regimenes de
tratamiento que incluyen, pero no se limitan a, ESHOP (etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada,
vincristina y cisplatino), EPOCH (etopdsido, vincristina, y doxorubicina durante 96 horas con dosis de bolos de
ciclofosfamida y prednisona oral), IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, y etopésido), ASHAP (Adriamicina, solumedrol,
Ara-C, y cisplatino), MIME (metil-gag, ifosfamida, metotrexato, y etopdsido) e ICE (ifosfamida, ciclofosfamida, y
etopdsido). Se pueden encontrar detalles de diversos farmacos citotoxicos utilizados en quimioterapia de neoplasias
malignas que incluyen la combinacion de regimenes quimioterapéuticos, dosificaciones, etc., que se proporcionan
en esta solicitud y que se pueden encontrar en Cancer Principles and Practice of Oncology, Eds. Vincent T. DeVita,
Samuelo Hellman, Steven A. Rosenberg, 62 Edicion, Editores: Lippincott, Wiliams and Wilkins (2001) and
Physician's Cancer Chemotherapy Drug Manual, Eds. Edward Chu y Vincent T. DeVita, Editores: Jones and Bartlett,
(2002).

La presente invencion proporciona también un procedimiento para tratar sujetos humanos o animales que padecen o
estan en riesgo de un trastorno proliferativo caracterizado por células que expresan CD22, comprendiendo el
procedimiento administrar al sujeto una cantidad eficaz de CMC-544 de la presente invencion.

Ejemplo 1
GENERACION DE ANTICUERPOS CANDIDATOS

Se selecciond un panel de anticuerpos contra CD22 a partir de hibridomas que utilizaban los siguientes criterios de
seleccion: unidon a células Daudi, internalizacion en células Daudi, unidon a células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), internalizacion en PBMC, afinidad (mayor de 10°M), raton y1 y tasa de produccion. 5/44 se
seleccioné como el anticuerpo preferido.

|. CLONACION Y EXPRESION GENICA DE MOLECULAS DE ANTICUERPOS QUIMERICOS 5/44
a) Preparacion de células de hibridoma 5/44 y preparacion de ARN a partir de las anteriores

Se generaron células de hibridoma 5/44 mediante tecnologia de hibridoma convencional tras inmunizacion de
ratones con proteina CD22 humana. Se prepar6 el ARN de células de hibridoma 5/44 utilizando un kit RNEasy
(Qiagen, Crawley, Reino Unido; n° de catalogo 74106). EI ARN obtenido se transcribié de manera inversa con ADNc,
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como se describe a continuacion.
b) Distribucion de CD22 en tumores NHL

Se emprendié un estudio de inmunohistoquimica para examinar la incidencia y distribucion de la tincién usando
anticuerpos monoclonales 5/44 dirigidos contra CD22. Se incluyeron en el estudio anticuerpos dirigidos contra CD20
y CD79 de control para confirmar las areas de linfocitos B de los tumores.

Se estudiaron un total de 50 tumores y estos se clasificaron como sigue utilizando la formulacion de trabajo y los
sistemas de clasificacion REAL:

. 7 B Leucemia/linfoma linfoblastico (Alto/l)

. 4 B Linfoma linfocitico de células pequefas/LLC (Bajo/A)
. 3 linfoplasmacitoide/Inmunocitoma (Bajo/A)

. 1 Células del manto (Int/F)

. 14 Linfoma del centro del foliculo (Bajo a Int/D)

. 13 Linfoma de células grandes difuso (Int a Alto/G,H)

. 6 Inclasificable (K)

. 2 linfomas de linfocitos T

Cuarenta linfomas de linfocitos B fueron positivos para el antigeno CD22 con el anticuerpo 5/44 a 0,1 yg/ml y seis
mas se volvieron positivos cuando se aumentoé la concentracion a 0,5 ug/ml. Para los restantes dos tumores de
linfocitos B que fueron negativos a 0,1 pg/ml, el tejido remanente fue insuficiente para ensayar a concentraciones
mayores. Sin embargo, el ensayo en paralelo con otro anticuerpo dirigido contra CD22 designado 6/13 (Celltech,
Slough, Reino Unido), que proporciond una tincién mas fuerte que 5/44, dio como resultado una tincién positiva para
CD22 en los 48 linfomas de linfocitos B.

Por tanto, es posible concluir que el antigeno CD22 esta ampliamente expresado en linfomas de linfocitos B y
proporciona por tanto una diana adecuada para la inmunoterapia en NHL.

c) Clonacion mediante la PCR de 5/44 Vyy V.

Se sintetizaron las secuencias de ADNc para los dominios variables de las cadenas pesada y ligera de 5/44
utilizando la transcriptasa inversa para producir copias de ADNc monocatenario del ARNm presente en el ARN total.
Este se us6 a continuacién como el molde en la amplificacion de las secuencias de la region V de murino utilizando
cebadores de oligonucledtidos especificos para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

i) Sintesis del ADNc

Se sintetiz6 el ADNc en un volumen de reaccién de 20 pl que contenia los reactivos siguientes: Tris 50 mM pH 8,3,
KCI 75 mM, ditiotreitol 10 mM, MgCl; 3 mM, dATP 0,5 mM, dTTP, dCTP, y dGTP, 20 unidades de ARNSsin, 75 ng de
cebador de hexanucleétidos aleatorio, 2 uyg de ARN 5/44 y 200 unidades de la transcriptasa inversa del virus de la
leucemia murina de Moloney. Tras la incubacién a 42°C durante 60 minutos, se termind la reaccion calentando a
95°C durante 5 minutos.

ii) PCR

Se sometieron alicuotas del ADNc a la PCR usando combinaciones de cebadores especificas de las cadenas
pesada y ligera. Se usaron combinados de cebadores degenerados designados para hibridarse con las secuencias
conservadas del péptido sefial como cebadores directos. Estas secuencias contienen, en orden, un sitio de
restriccion (Vi Sful; Vy Hindlll) que comienza 7 nucledtidos desde sus extremos 5', la secuencia GCCGCCACC (SEC
ID N°:50), para permitir la traduccion 6ptima de los ARNm resultantes, un codén de inicio y 20-30 nucledtidos
basados en las secuencias peptidicas lideres de anticuerpos de ratéon conocidos (Kabat y col., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 52 Edicion, 1991, U.S. Department of Health and Human Services, Public Health
Service, National Institutes of Health).

Los cebadores 3' se designan para ampliar la unién J-C del marco 4 del anticuerpo y contienen un sitio de restriccion
para la enzima BsiWI para facilitar la clonacién del fragmento V|, de la PCR. Los cebadores 3' de la cadena pesada
son una mezcla disefiada para ampliar la unién J-C del anticuerpo. El cebador 3' incluye un sitio de restriccion Apal
para facilitar la clonacioén. La region 3' de los cebadores contiene una secuencia mixta basada en los encontrados en
anticuerpos de ratén conocidos (Kabat y col., 1991, mas arriba).

Las combinaciones de los cebadores descritos anteriormente permiten que los productos de la PCR para Vi y V. se
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clonen directamente en un vector de expresion adecuado (véase a continuacién) para producir cadenas pesadas y
ligeras quiméricas (ratén-ser humano) de estos genes que se van a expresar en células de mamiferos para producir
anticuerpos quiméricos del isotipo deseado.

Las incubaciones (100 pl) para la PCR se desarrollaron como sigue. Cada reaccién contenia Tris-HCI 10 mM pH 8,3,
MgCl> 1,5 mM, KCI 50 mM, 0,01 % en p/v de gelatina, dATP 0,25 mM, dTTP, dCTP, y dGTP, 10 pmoles de la
mezcla del cebador 5', 10 pmoles del cebador 3', 1 yl de ADNc y 1 unidad de polimerasa Tag. Las reacciones se
incubaron a 95°C durante 5 minutos y a continuacion se ciclaron a 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y
72°C durante 1 minuto. Después de 30 ciclos, se analizaron las alicuotas de cada reaccion mediante electroforesis
en un gel de agarosa.

Para la region V de la cadena pesada, se obtuvo un solo producto de ADN amplificado cuando un combinado de
cebadores que se hibridé con el inicio del marco | sustituy6 la sefial del combinado del cebador peptidico. Los
fragmentos se clonaron en vectores de secuenciacion del ADN. Se determiné la secuencia de ADN y se tradujo para
dar una secuencia de aminoacidos deducida. Esta secuencia deducida se verificd por referencia a la secuencia de la
proteina del extremo N determinada experimentalmente. La Figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos de las
CDR del anticuerpo 5/44 monoclonal de raton. Las Figuras 2 y 3 muestran la secuencia de ADN/proteina de las
regiones V de la cadena ligera y pesada madura del anticuerpo 5/44 monoclonal de ratéon, respectivamente.

i) Clonacion molecular de los fragmentos de la PCR

A continuacion se clonaron las secuencias de la regién V de murino en los vectores de expresion pMRR10.1 y
pMRR14 (Figuras 7 y 8). Se trata de vectores para la expresion de la cadena ligera y la cadena pesada que
contienen el ADN que codifica las regiones constantes de la cadena ligera kappa humana y ligera y pesada gamma
4 humana. La region V. se subcloné en el vector de expresion mediante digestion por restriccion y ligadura a partir
del vector de secuenciacion, utilizando los sitios de restriccion Sful y BsiWI, creando el plasmido pMRR10(544cL)
(Figura 8). ElI ADN de la cadena pesada se amplific6 mediante la PCR utilizando un cebador 5' para introducir un
péptido sefial, como este no se obtuvo en la estrategia de clonacién, se empled un anticuerpo lider de la cadena
pesada de ratdn procedente de un hibridoma propio diferente (denominado 162). El cebador 5' tenia la siguiente
secuencia:

5'GCGCGCAAGCTTGCCGCCACCATGGACTTCGGATTCTCTCTCGTGTTCCTGG
CACTCATTCTCAAGGGAGTGCAGTGTGAGGTGCAGCTCGTCGAGTCTGGS' (SEC ID N°: 51).

El cebador inverso era idéntico al utilizado en la clonacion del gen Vy original. El producto resultante de la PCR se
digiri6 con las enzimas Hindlll y Apal, se subclond, y su secuencia de ADN se confirmd, creando el plasmido
pMRR14(544cH) (Figura 7). La transfeccion simultanea transitoria en ambos vectores de expresion en células CHO
generd el anticuerpo c5/44 quimérico. Esto se consiguié usando el reactivo Lipofectamine de acuerdo con los
protocolos del fabricante (InVitrogen:Life Technology, Groningen, Paises Bajos, n° de catalogo 11668-027).

II. ELIMINACION DEL SITIO DE GLICOSILACION Y DE LA LISINA REACTIVA

Se observo un sitio de glicosilacion potencial unido a N en CDR-H2, que tenia la secuencia de aminoacidos N-Y-T
(Figura 3). SDS-PAGE, el analisis de la transferencia Western y de la tincion de hidratos de carbono de geles de
5/44 y sus fragmentos (incluyendo Fab) indicaron que este sitio estaba indudablemente vez glicosilado (no se
muestra). Ademas, se observd un resto de lisina en una posicion expuesta en CDR-H2, que tenia el potencial de
reducir la afinidad de unién del anticuerpo proporcionando un sitio adicional para la conjugacion con un agente con
el que se puede conjugar el anticuerpo.

Se us6 una estrategia de la PCR para introducir sustituciones de aminoacidos en la secuencia de CDR-H2 en un
intento de eliminar el sitio de glicosilaciéon y/o la lisina reactiva, como se muestra en la Figura 4. Se usaron
cebadores directos que codificaban las mutaciones N55Q, T57A o T57V para eliminar el sitio de glicosilacion (Figura
4) y se genero6 un cuarto cebador directo que contenia la sustitucion K60R para eliminar el resto de lisina reactiva
(Figura 4). Se uso6 un cebador inverso del marco 4 en cada una de estas amplificaciones de la PCR. Los productos
de la PCR se digirieron con las enzimas Xbal y Apal y se insertaron en pMRR14(544cH) (escindido también con Xbal
y Apal) para generar los plasmidos de expresion que codifican estos mutantes. Las mutaciones N55Q, T57Ay T57V
eliminan el sitio de glicosilacion cambiando la secuencia de aminoacidos con respecto al consenso N-X-T/S mientras
que la mutacion K60R sustituye la lisina potencialmente reactiva por el resto arginina cargado positivamente de
manera similar. Los plasmidos variantes cH resultantes se transfectaron simultdneamente con el plasmido cL para
generar las variantes de anticuerpos quiméricos expresadas.

Ill. EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES DE LOS GENES QUIMERICOS

Se evaluaron las actividades de los genes quiméricos tras la transfeccion transitoria en células CHO y la
determinacion de las constantes de afinidad mediante un analisis BiaCore.

Las afinidades de 5/44 quimérico o sus variantes, de los que se habia eliminado su sitio de glicosilacion o su lisina
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reactiva, se investigaron utilizando tecnologia BIA para la unién a las construcciones CD22-mFc. Los resultados se
muestran en la Figura 9. Se llevaron a cabo todas las medidas de la uniéon en el instrumento BlAcore™ 2000
(Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia). Se llevo a cabo el ensayo mediante la captura de CD22mFc con Fc
inmovilizado dirigido contra IgG de ratdn. El anticuerpo estaba en la fase soluble. Las muestras, los patrones, y los
controles (50 pl) se inyectaron en Fc inmovilizado dirigido contra IgG de raton seguido por el anticuerpo en la fase
soluble. Después de cada ciclo, se regenero la superficie con 50 yl de HCI 40 mM a 30 pl/min. Se llevé a cabo el
analisis cinético utilizando el programa informatico BlAevaluation 3.1 (Pharmacia).

La eliminacion del sitio de glicosilacion en la construccién T57A dio como resultado una velocidad de la reaccion
directa ligeramente mas rapida y una velocidad de la reaccion inversa significativamente mas lenta en comparacion
con 5/44 quimérico, proporcionando un aumento de la afinidad de aproximadamente 5 veces. La mutacion N55Q no
tuvo efecto sobre la afinidad. Este resultado fue inesperado ya que sugiere que la eliminacion de los hidratos de
carbono por si mismos no tiene efecto aparentemente sobre la uniéon (como con el cambio de N55Q). Se observé
solo la afinidad aumentada con el cambio T57A. Una posible explicacion es que, con respecto a la presencia del
hidrato de carbono, la treonina en la posicion 57 ejerce un efecto negativo sobre la unidon que se elimina en la
conversion de treonina a alanina. La hipétesis de que el tamafio pequefio de la alanina es importante, y de que el
efecto negativo de la treonina esta relacionado con su tamafio, se basa en el resultado obtenido usando la mutacién
T57V: esta sustitucion con valina en la posicion 57 no es beneficiosa (no se muestran los resultados).

La eliminacion del resto de lisina por la mutaciéon K60R tiene un efecto neutro sobre la afinidad, es decir, la
introduccion del resto de arginina elimina un sitio reactivo potencial sin comprometer la afinidad.

Las mutaciones para la eliminacion del sitio de glicosilacion y la eliminacion de la lisina reactiva se incluyeron por
tanto en el disefio de humanizacion.

Ejemplo 2
INJERTO EN CDR de 5/44

Se ha descrito anteriormente la clonacién molecular de genes para las regiones variables de las cadenas pesada y
ligera del anticuerpo 5/44 y su uso para producir anticuerpos 5/44 quiméricos (ratén/ser humano). Se muestran los
nucledtidos y las secuencias de aminoacidos de los dominios 5/44 V, y Vy de raton en las Figuras 2 y 3 (SEC ID
N°%:7 y 8), respectivamente. Este ejemplo describe el injerto en CDR del anticuerpo 5/44 en marcos humanos para
reducir la inmunogenicidad potencial en seres humanos, de acuerdo con el procedimiento de Adair y col.,
(publicacion PCT N° WO91/09967).

I. INJERTO EN CDR DE CADENA 5/44 LIGERA

La alineacioén de la secuencia de proteina con secuencias consenso procedentes de la region V de la cadena ligera
Kappa del subgrupo | humano indicé una identidad de secuencias del 64 %. En consecuencia, para construir la
cadena ligera injertada con CDR, las regiones marco aceptoras seleccionadas correspondieron a las de la secuencia
DPK9 de la linea germinal O12 del subgrupo | de VK humano. La secuencia aceptora del marco 4 se derivo de la
secuencia JK1 de la linea germinal de la regién J humana.

Se proporciona una comparacion de las secuencias de aminoacidos de las regiones marco 5/44 de murino y la
secuencia aceptora en la Figura 5 y muestra que existen 27 diferencias entre las cadenas donantes y aceptoras. En
cada posicion, se preparoé un analisis del potencial del resto de murino para contribuir a la unién con el antigeno, de
forma tanto directa como indirecta, a través de los efectos sobre el empaquetado o en la interfase Vu/V.. Si se
consider6é importante un resto de murino y suficientemente diferente del resto humano en términos de tamario,
polaridad o carga, entonces el resto de murino se retuvo. Basandose en este andlisis, se construyeron dos versiones
de la cadena ligera injertada con CDR, que tenian las secuencias proporcionadas en la SEC ID N°:19 y la SEC ID
N°:20 (Figura 5).

[I. INJERTO EN CDR DE LA CADENA 5/44 PESADA

Se llevo a cabo el injerto en CDR de la cadena 5/44 pesada utilizando la misma estrategia que se ha descrito para la
cadena ligera. Se ha encontrado que el dominio V de la cadena 5/44 pesada es homodlogo a las cadenas pesadas
humanas que pertenecen al subgrupo | (70 % de identidad de la secuencia) y por tanto se ha usado el marco VH1-3
DP7 de la linea germinal del subgrupo | humano como un marco aceptor. Las secuencias aceptoras del marco 4 se
derivaron de la secuencia JH4 de la linea germinal de la region J humana.

En la Figura 6 se muestra una comparacion de la cadena 5/44 pesada con las regiones marco en la que se puede
observar que la cadena 5/44 pesada difiere de la secuencia aceptora en las posiciones 22. El analisis de la
contribuciéon que cualquiera de estas puede hacer a la union con el antigeno condujo a 5 versiones de las cadenas
pesadas injertadas con CDR que se estaban construyendo, que tenian las secuencias proporcionadas en la SEC ID
N°:23, SEC ID N°:24, SEC ID N°:25, SEC ID N°:26 y SEC ID N°:27 (Figura 6).

lll. CONSTRUCCION DE GENES DE SECUENCIAS INJERTADAS
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Se disefiaron los genes para codificar las secuencias injertadas gH1 y gL 1, y se disefiaron y construyeron una serie
de oligonucledtidos solapantes (Figura 10). Se empled una técnica de ensamblaje de la PCR para construir los
genes. Se configuraron volumenes de reaccion de 100 ul que contenian Tris-HCI 10 mM pH 8,3, MgCl; 1,5 mM, KCI
50 mM, gelatina al 0,001 %, dATP 0,25 mM, dTTP, dCTP, y dGTP, 1 pmol de cada uno de los cebadores 'internos'
(T1, T2, T3, B1, B2, B3), 10 pmoles de cada uno de los cebadores 'externos' (F1, R1), y 1 unidad de la polimerasa
Taqg (AmpliTaq, Applied Biosystems, n° de catalogo N808-0171). Los parametros de ciclacion de la PCR fueron 94
°C durante 1 minuto, 55 °C durante 1 minuto y 72 °C durante 1 minuto, durante 30 ciclos. A continuacion se
desarrollaron los productos de reaccion en un gel de agarosa al 1,5 %, se escindieron y recuperaron utilizando
columnas de centrifugacion QIAGEN (kit de extraccion en gel QlAquick, n°® de cat. 28706). EI ADN se eluy6 en un
volumen de 30 pl. A continuacidon se clonaron alicuotas (1 ul) del ADN de gH1 y gL1 en el vector de clonacién
pCR2.1 TOPO de InVitrogen TOPO TA (n° de catalogo K4500-01) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Este vector no de expresion sirvié como intermedio de clonacion para facilitar la secuenciacion de un gran nimero
de clones. Se usé6 la secuenciaciéon del ADN utilizando cebadores especificos de vector para identificar clones
correctos que contenian gH1 y gL1, creando los plasmidos pCR2.1 (544gH1) y pCR2.1 (544gL1) (Figuras 11y 12).

Se utilizé un procedimiento de sustitucion del casete de oligonucledtidos para crear los injertos humanizados gH4, 5,
6y 7,yglL2 La Figura 13 muestra el disefio de los casetes de oligonucledtidos. Para construir cada variante, se
cortd el vector pCR2.1(544gH1) o pCR2.1(544gL1)) con las enzimas de restriccion que se muestran (Xmal/Sacll
para la cadena pesada, Xmal/BstEIl para la cadena ligera). El fragmento de vector grande se purificé en gel de
agarosa y se utilizé en la ligadura con el casete de oligonucledtidos. Estos casetes estan compuestos por 2
oligonucledtidos complementarios (que se muestran en la Figura 13), mezclados a una concentracion de 0,5
pmoles/ul en un volumen de 200 pl de Tris-HCI 12,5-mM pH 7,5, MgCl, 2,5 mM, NaCl 25 mM, ditioeritritol 0,25 mM,
Se consiguid la hibridacion calentando a 95 °C durante 3 minutos en un bafio de agua (volumen 500 ml) permitiendo
a la reaccion enfriarse lentamente a temperatura ambiente. El casete de oligonucledtidos hibridado se diluyo a
continuacion diez veces en agua antes de la ligadura en el vector cortandolo adecuadamente. Se usé la
secuenciacion del ADN para confirmar la secuencia correcta, creando los plasmidos pCR2.1 (5/44-gH4-7) y pCR2.1
(5/44-gL2). Las secuencias injertadas verificadas se subclonaron a continuacion en los vectores de expresion
pMRR14 (cadena pesada) y pMR10.1 (cadena ligera).

IV. ACTIVIDAD DE UNION A CD22 DE LAS SECUENCIAS INJERTADAS CON CDR

Los vectores que codificaban las variantes injertadas se transfectaron simultdneamente en células CHO en una
variedad de combinaciones, junto con las cadenas de anticuerpos quiméricos originales. Se comparé la actividad de
union en un ensayo de competicién, compitiendo la unién del anticuerpo 5/44 original de ratéon para la union a
células Ramos (obtenidas de la ATCC, una linea de células linfoblasticas humanas de linfoma de Burkitt que
expresaban CD22 superficial). Se consideré que este ensayo era el mejor modo de comparar los injertos por su
capacidad de unirse a CD22 superficial celular. Los resultados se muestran en la Figuras 14 y 15. Como se puede
observar, existe muy poca diferencia entre cualquiera de los injertos, todos se comportaron mas eficazmente que el
quimérico en la competicion frente al progenitor de murino. La introduccion de 3 restos humanos adicionales en el
extremo de CDR-H3 (gH5 y gH7) no parece haber afectado la union.

Se selecciond la combinacion del injerto con el menor numero de restos gL1gH7 de murino. El injerto gL1 de la
cadena ligera tiene 6 restos donantes. Los restos V2, V4, L37 y Q45 son restos de empaquetado potencialmente
importantes. El resto H38 esta en la interfase Vu/V.. El resto D60 es un resto superficial cercano a CDR-L2 y puede
contribuir directamente a la unidon con el antigeno. De estos restos, V2, L37, Q45 y D60 se encuentran en las
secuencias de la linea germinal de los genes kappa humanos procedentes de otros subgrupos. El injerto gH7 de la
cadena pesada tiene 4 restos marco donantes (se considera que el resto R28 es parte de CDR-H1 en la definicion
estructural utilizada en el injerto con CDR (véase Adair y col., (1991), solicitud PCT N° WO91/09967)). Los restos E1
y A71 son restos superficiales proximos a las CDR. El resto 148 es un potencial resto empaquetado. El resto T93
esta presente en la interfase Vy/V.. De estos restos, E1 y A71 se encuentran en otros genes de la linea germinal del
subgrupo | humano. El resto 140 se encuentra en el subgrupo 4 de la linea germinal humana, y T73 se encuentra en
el subgrupo 3 de la linea germinal humana.

El ADN completo y la secuencia de proteinas de la cadena ligera y la cadena pesada, incluyendo la posicion
aproximada de los intrones en los genes de la region constante proporcionados por los vectores, se muestran en la
Figura 16 y se proporcionan en la SEC ID N°:29 y la SEC ID N°:28, respectivamente, para la cadena ligera y la SEC
ID N°: 31 y la SEC ID N°: 30 respectivamente, para la cadena pesada.

El ADN que codificaba estos genes de la cadena ligera y la cadena pesada se escindio de estos vectores. EI ADN
de la cadena pesada se digiri6 en el sitio 5' Hindlll, se traté a continuacién con el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa | de E. coli para crear un extremo 5' enromado. La escision en el sitio 3' EcoRI dio como resultado el
fragmento de la cadena pesada, que se purificd a partir de geles de agarosa. De la misma manera, se produjo un
fragmento de cadena ligera enromado en el sitio 5' Sful y con un sitio 3' EcoRIl. Ambos fragmentos se clonaron en
vectores de expresion basados en DHFR y se usaron para generar lineas celulares estables en células CHO.

Ejemplo 3
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CONJUGACION DE NAc-GAMMA CALIQUEAMICINA DMH ACBUT CON ANTICUERPO HUMANIZADO DIRIGIDO
CONTRA CD22 (G5/44)

En una reaccion de conjugacion tipica, el anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 (G5/44) se conjugd con NAc-
gamma caliqueamicina DMH AcBut OSu (derivado de caliqueamicina) (véase la Figura 17), en la que la
concentracion de la proteina diana era de 7,5 mg/ml y la carga del derivado de caliqueamicina diana era del 8,5 por
ciento en peso de la proteina. El pH de la reaccion diana era de 8,5 *+ 0,2, y las concentraciones diana de los
diferentes componentes de la reaccion fueron como sigue: acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(4-butanosulfénico)
(HEPBS) 50 mM, decanoato de sodio 37,5 mM, y etanol total en v/v al 9 %. La reaccién se llevé a cabo a 33° + 2°C
durante una hora. Los resultados del analisis de esta reaccion tipica antes de la purificacion fueron como sigue:
Proteina: 7,34 mg/ml; Carga de caliqueamicina: 82,7 ug/mg; Agregado: 93,25 %; y proteina sin conjugar (LCF): 1,07
(UV area en % mediante HPLC).

Se ensayo el efecto de diversos aditivos tensioactivos y sus concentraciones sobre el rendimiento y la pureza del
producto para determinar su efecto sobre la produccién de mondémero conjugado (véase la Tabla 2). Las reacciones
se desarrollaron cuando todo se mantuvo constante excepto el aditivo y su concentracion. Los conjugados
producidos a partir de estas reacciones se analizaron para determinar la concentracion de proteinas, la carga de
caliqueamicina, el contenido de agregados, y la LCF. Aunque todos los acidos n-carboxilicos en el intervalo de Cg
(hexanoato) a C+2 (dodecanoato) proporcionaron resultados aceptables, los mejores resultados globales (LCF baja,
agregados bajos, y una elevada recuperacion de conjugados monoméricos) se obtuvieron con decanoato en un
intervalo de concentracion de 30 mM a 50 mM.

TABLA 2: EFECTO DE LA IDENTIDAD Y CONCENTRACION DE ADITIVOS SOBRE LOS RESULTADOS DE LA

CONJUGACION
Aditivos/concentracion Recuperacioén de proteinas (% de Porcentaje de Porcentaje de LCF
recuperacion) agregados

Hexanoato-500mM 51,3 3,36 38,3
Heptanoato-400mM 49,9 4.7 20,6
Octanoato-200mM 57,3 3,27 10,6
Nanonoato-100mM 54,7 1,41 0,3

Decanoato-50mM 56,7 1,35 0,2
Undecanoato-20mM 46,9 2,95 0,6
Dodecanoato-5mM 65,6 0,78 7,0

Ejemplo 4
PROCEDIMIENTO DE PURIFICACION CROMATOGRAFICA
|. PROCEDIMIENTOS DE SEPARACION CROMATOGRAFICA

Aunque Butyl Sepharose 4 Fast Flow se ha identificado como el mejor medio HIC, se pueden obtener resultados
aceptables con ligeras alteraciones en las condiciones cromatograficas utilizando otras resinas tales como Octyl
Sepharose Fast Flow, PPG-600C (Tosoh Biosep), Fractogel EMD Propyl (EM Processing) y Source 15ISO
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

El material de partida para la purificacion era una mezcla de reaccion de conjugaciéon que contenia 7,2 mg/ml de
proteina en una carga de derivado de caliqueamicina de 83 pg/mg, con un contenido de agregados de 10,1 %
(porcentaje de area mediante HPLC), y un contenido de LCF de 5,6 % (porcentaje de area mediante HPLC).

Tras completarse la reaccion de conjugacion, la mezcla de reaccion se diluy6 cuatro veces mediante la adicion de
una solucién de fosfato de potasio a una concentracion final de fosfato de 0,7 M (pH 8,2). Tras el mezclado, esta
solucion se filtré a través de filtros de 0,45 micras. La solucion diluida se cargdé en una columna Butyl Sepharose 4
Fast Flow. La cantidad total de proteina cargada en la columna fue de 29 mg por ml de volumen de lecho. Tras un
lavado con fosfato de potasio 0,7 M, La columna se eluy6 utilizando un gradiente en etapa de fosfato de potasio 0,7
M a 4 mM, pH 8,2. Las fracciones eluidas durante el gradiente en etapas se combinaron para el procesamiento
adicional, consistiendo el combinado en un conjugado monomérico con menos de un 1 por ciento de area de cada
uno de los agregados y LCF. Este combinado se cargd en una columna de desalacién Sephadex G-25 (Amersham
Biosciences) para el intercambio de un tampén adecuado para la formulaciéon, consistente en Tris-Cl 20 mM y cloruro
de sodio 100 mM a pH 8,0. La preparacion de CMC-544 purificada, intercambiada con el tampon tenia las siguientes
propiedades: Carga de caliqgueamicina: 81 pg/mg; Agregado: 0,4 % (porcentaje de area mediante HPLC) LCF: 0,8 %
(porcentaje de area mediante HPLC).

Ejemplo 5
ANALISIS DE UNION DE LA NAC-GAMMA CALIQUEAMICINA DMH ACBUT CON EL INMUNOCONJUGADO
G5/44 (CMC-544)
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El inmunoconjugado del anticuerpo humanizado dirigido contra CD22 (G5/44) con caliqueamicina (CMC-544)
generada mediante el procedimiento de conjugacion anterior se analizd en un estudio de unién para determinar si el
conjugado generado utilizando el procedimiento mejorado tenia algin efecto adverso sobre la unién al antigeno. La
Tabla 3 muestra que el procedimiento de conjugacion no tiene ninglin impacto sobre la afinidad de union al antigeno
del anticuerpo. El inmunoconjugado CMC-544 preparado mediante el procedimiento de conjugacién antiguo o nuevo
se uni6 al antigeno diana con afinidades similares, que no difieren de las del anticuerpo G5/44 sin conjugar.

TABLA 3: AFINIDADES DE UNION DE CMC-544 REALIZADAS UTILIZANDO LOS PROCEDIMIENTOS DE
CONJUGACION CMA-676 Y CMC-544

/Anticuerpo dirigido contra CD22 Kb (M) Ka (1/M) kg (1/s) ka (1/Ms) Porcentaje de
LCF
G5/44 humanizado 1,30x10™ | 7,90x10° | 2,80x10° | 2,20 x 10° 100
/Anticuerpo dirigido contra CD22 Kb (M) Ka (1/M) kg (1/s) ka (1/Ms) Porcentaje de
LCF
CMC-544 (21 pg/mg) 1,20 x 107 8,10 x 10° 6,10x10° | 4,90x 10° 25
(procedimiento CMA-676)
CMC-544 (87 pug/mg) 1,50x10™ | 6,60x 10” 6,90 x10° | 4,60x10° 3,3
(procedimiento CMC-544)

Se llevaron a cabo analisis con biosensores utilizando BlAcore 2000 (BlAcore AB, Uppsala, Suecia). CD22mFc se
inmovilizé covalentemente sobre el chip biosensor revestido con carboximetil dextrano activado con N-
hidroxisuccinimida (CM5) utilizando quimica normalizada de acoplamiento de aminas a una densidad de proteinas
de aproximadamente 2000 unidades de resonancia. Las muestras de CMC-544 o G5/44 se diluyeron en tampodn
HBS (HEPES 10 mM, pH 7,4, que contenia NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y polisorbato 20 al 0,005 % (en v/v)) y se
inyecto en un intervalo de concentracion de 1 a 100 nN sobre la superficie del chip biosensor revestida de CD22mFc
a un caudal de 30 pl/min durante 3 min para permitir la unién. Tras la fase de unidn, se vigilé la disociacion del
anticuerpo de unién lavando el chip con el tampon HBS durante un periodo de 15 minutos. Se regenerd la superficie
antigénica lavando el chip biosensor con 15 pl del tampdn de regeneracion (NaOH 10 mM y NaCl 200 mM) durante
30 segundos, seguido por un tiempo de estabilizacién de 2 minutos antes del siguiente ciclo. Se calcularon las
constantes cinéticas mediante analisis no lineal de regresién por minimos cuadrados utilizando un modelo 1:1
ajustado a la curva de union de Langmuir y un programa BlAevaluation (version 3.0, BlAcore). Se evalud la unién de
CMC-544 al antigeno mediante analisis de resonancia de plasmoén superficial utilizando CD22mFc inmovilizado
covalentemente sobre un chip biosensor. Los resultados del analisis cinético de la unién de CMC-544 y G5/44 a
CD22mFc muestran que, Tras ajustar los datos globalmente a un modelo de Langmuir 1:1 con compensacion para
la transferencia de masas, Tanto CMC-544 como CD22 unido a G544 sin conjugar tuvieron una afinidad similar
(CMC-544:CD22 Kp = 200 pM; G5/44:CD22 Kp = 235 pM). La conjugacion a la caliqueamicina no afecta a la
capacidad de G5/44 de unirse eficazmente a CD22mFc.

Se examind también la union de CMC-544 y G5/44 a CD22 expresada sobre la superficie de células de linfoma de
linfocitos B mediante citometria de flujo. Se usaron el mAb gemtuzumab dirigido contra CD33 (hP67.6) y su
conjugado de caliqueamicina CMA-676 (gemtuzumab ozogamicina) como controles emparejados por isotipo en esta
evaluacion. Rituximab (Rituxan™), una IgG1 quimérica humana dirigida contra mAb CD20 humano, se us6 como
control positivo. 1IgG2 e IgG4 policlonales humanos purificados se usaron también como controles negativos. La
union de CMC-544 y G5/44 a CD22 a Ramos o RL BCL fue similar y distinguible de la de 1gG4 policlonal humana.
RL BCL mostré una expresion superficial de CD22 menor que en Ramos BCL. Por el contrario, la unién de CMA-676
o de gL1gH7 a cualquiera de BCL fue similar a la de la IgG4 policlonal humana consistente con su ausencia de
expresion de CD33 (no se muestran los datos). Las mismas células demostraron una fuerte unién de rituximab
dirigido contra CD20 (Rituxan™). A diferencia de hP67.6 y CMA-676, ni CMC-544 ni G5/44 demostraron ninguna
uniéon a células CD22° CD33" HL-60 de leucemia (no se muestran los datos). Estos resultados sugieren que la
conjugacion de G5/44 con caliqueamicina no afecta su especificidad antigénica. CMC-544 reconoce especificamente
CD22 en linfocitos B humanos, pero no en linfocitos B de murino, rata, can, porcino o primate (macaco y mono
Rhesus) (no se muestran los datos).

Ejemplo 6
ANALISIS DE LOS EFECTOS IN VITRO E IN VIVO DE CMC-544
I. CITOTOXICIDAD IN VITRO

Se comparé el efecto de CMC-544 utilizando los procedimientos CMA-676 y CMC-544 sobre el crecimiento in vitro
de lineas celulares de linfoma de linfocitos B CD22°, RL, Daudi, Raji y Ramos. Se us6é un conjugado de
caliqueamicina emparejado por isotipo dirigido a CD33 humano (CMA-676) para reflejarlos efectos no especificos de
antigeno del conjugado. El uso de N-Ac gamma caliqueamicina DMH sin conjugar (el farmaco liberado a partir del
conjugado tras la hidrolisis acida) en esta evaluacion indicd que cada una de estas lineas celulares utilizadas fue
sensible a los efectos letales de la caliqueamicina. La Tabla 4 muestra los resultados de estas evaluaciones basados
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en la equivalencia de la caliqueamicina y la Tabla 5 muestra estos resultados expresados como las concentraciones
de las proteinas de los anticuerpos conjugados. La administracion mediada por CD22 de caliqueamicina a las
células CD22" fue al menos 10 veces mas eficaz en la destruccion de las células diana que el propio farmaco no
conjugado. El conjugado del control emparejado por isotipo (CMA-676) mostro citotoxicidad que fue tanto menor
como similar con el derivado de caliqueamicina sin conjugar. Resulta evidente de la Tabla 4 que el conjugado
preparado mediante el procedimiento de conjugacion CMC-544 puede generar un efecto citotoxico equivalente a
concentraciones menores de anticuerpos que el conjugado preparado mediante el procedimiento de conjugacion
CMA-676

TABLA 4: INHIBICION DEL CRECIMIENTO POR LA CALIQUEAMICINA CONJUGADA (Icsy Pm de la
caliqueamicina)

LINEAS DE CARGA DE CMC-544 | CARGA DE CMC-544 | CONTROL NEGATIVO | N-ACETIL GAMMA

LINFOMA DE EN EL EN EL CMA-676 CALIQUEAMICINA
LINFOCITOS B PROCEDIMIENTO PROCEDIMIENTO CARGA: 35 uG/MG DMH

CMC-544: 65 uG/MG | CMA-676: 35 uG/MG
RL n°1 6 30 600 226
n°2 12 40 400 270
Daudi n°1 21 80 1886 260
Raji n°1 500 ND* 2800 460
n°2 560 520 4100 490
Ramos n° 1 200 130 ND 700
n°2 260 ND ND 1000
*ND, sin determinar

TABLA 5 INHIBICION DEL CRECIMIENTO POR EL ANTICUERPO CONJUGADO (ICso ug/ML DE ANTICUERPO)

LINEAS DE CARGA DE CMC-544 | CARGA DE CMC-544 |CARGA DE CMA-676 EN| ANTICUERPO
LINFOMA DE EN EL EN EL EL CONTROL G5/44 DEL
LINFOCITOS B PROCEDIMIENTO |PROCEDIMIENTO CMA- NEGATIVO: 35 uG/MG CONTROL
CMC-544: 65 uG/MG 676: 35 uG/MG
RL n°1 0,09 0,86 17,14 > 100
n°2 0,18 1,14 11,43 > 100
Daudi n°1 0,32 2,29 53,89 > 100
Raji n°1 7,69 ND* 80,00 > 100
n°2 8,62 14,86 117,14 > 100
Ramos n° 1 3,08 3,71 ND > 100
n°2 4,00 ND ND > 100
*ND, sin determinar

Citotoxicidad in vivo. CMC-544 preparado mediante el procedimiento CMC-544 se evalué adicionalmente en
xenoinjertos de linfoma de linfocitos B. En estos estudios se utilizaron dos tumores de linfomas de linfocitos B.
Linfoma RL es una linea de células derivada de NHL no de Burkitt, mientras que RAMOS se derivé originalmente de
linfoma de Burkitt. En un experimento representativo que se muestra en la Figura 18, CMC-544 y su homdlogo de
anticuerpo de murino mostraron ser eficaces en la inhibicién, de una manera dependiente de la dosis, del
crecimiento de linfocitos B RAMOS.

Se ha mostrado que el conjugado del anticuerpo humanizado es mas potente que su homologo murino. En este
estudio, la dosis mas baja del conjugado de caliqueamicina que puede producir una inhibiciéon del crecimiento de
linfoma significativa era de 10 pg/kg de conjugado de NAc-gamma caliqueamicina DMH. Por el contrario, el
anticuerpo sin conjugar, G5/44, a 10 mg/kg administrado por via intraperitoneal en un calendario similar como
conjugado no tuvo efecto sobre el crecimiento tumoral.

Se llevaron a cabo estudios similares utilizando el modelo del linfoma RL. La Tabla 6 muestra los analisis
combinados de tres experimentos independientes en los que se evaluaron los efectos antitumorales de CMC-544 en
tumores RL NHL estadificados a 300-400 mg de tamafio en ratones lampifios. CMC-544 produjo tumores
dependientes de la dosis hasta la regresion en un marco de tiempo de 3 semanas. La dosis minimamente eficaz de
CMC-544 en el modelo de linfoma RL se establecié a partir de analisis estadisticos de estos estudios para ser 20
pg/kg basandose en el contenido en caliqueamicina. No existen muertes en ninguno de estos tres estudios. Dosis
mayores (60-320 pg/kg) de CMC-544 produjeron una regresion casi completa del linfoma RL. En su conjunto, los
resultados obtenidos con los dos modelos de linfomas de linfocitos B demuestran claramente la capacidad de CMC-
544 de producir una regresion tumoral.
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TABLA 6: EFECTO ANTITUMORAL DE CMC-544 CONTRA XENOINJERTOS RL NHL EN RATONES LAMPINOS

DOSIS DE CALIQUEAMICINA | PROMEDIO RELATIVO DE % DE T/C? VALOR P FRENTE A

EN uG/KG CRECIMIENTO TUMORAL' VEHiCULO?
Vehiculo 6,74 - -

20 2,87 43 0,011

40 1,34 20 <0,001

60 0,58 9 <0,001

80 0,54 8 <0,001

160 0,21 3 <0,001

320 0,10 1 <0,001

"Crecimiento tumoral relativo (RTG) calculado como (masa tumoral en la Semana 3/ masa tumoral en el Dia 1)
para cada animal.

2100*(RTG promedio para la dosis de CMC-544 | RTG promedio para el grupo del vehiculo)

3Valor p procedente de un test de la t monolateral comparativo de CMC-544 frente al vehiculo, usando el RTG
transformado por rangos como la variable respuesta. “Término error para todos los test de la t basados en la
varianza combinada, sz, a través de todos los grupos de tratamiento (s =154,54).

Se ha investigado también la capacidad de CMC-544 realizada mediante el nuevo procedimiento de inhibir el
crecimiento de xenoinjertos grandes de linfomas de linfocitos B establecidos usando los modelos de linfoma RAMOS
y RL. Se dejaron crecer los tumores y se estadificaron a 1,5 o 2 g de masa tumoral tras lo cual se administraron
CMC-544 o un conjugado del control negativo emparejado por isotipo (CMA-676) por via intraperitoneal a la dosis de
160 pg/kg de caliqueamicina conjugada manteniendo el calendario original de dosificacion en los dias 1, 5y 9. Se ha
mostrado anteriormente que el mismo calendario de dosificacion producia una regresion duradera de tumores
pequefios estadificados (véase la Tabla 6). Tal como se muestra en la Figura 19, la administracion de CMC-544 a
ratones que soportan linfomas RAMOS grandes produjo la regresion gradual de la masa de linfoma preexistente y
en el dia 20, 3 de 4 ratones que soportan tumores estaban exentos de tumores. La vigilancia de estos ratones
exentos de tumores no indica ningun recrecimiento del linfoma RAMOS en regresion. Por el contrario, un control
emparejado por isotipo, CMA-676, no tuvo efecto sobre el crecimiento tumoral. Cuatro de cinco ratones que
soportaban tumores grandes tratados con CMA-676 se sacrificaron antes del dia 15 debido a que su carga tumoral
alcanzo casi el 15 % de su peso corporal.

Se llevd a cabo un experimento similar utilizando CMC-544 en el modelo de linfoma RL. La administracion
intraperitoneal de CMC-544 a una dosis 160 pg/kg en un calendario similar al que se ha descrito antes produjo >90
% de regresion de la masa preexistente de linfoma RL en 30 dias. Sin embargo en el dia 45, 2 ratones de este grupo
con linfomas reducidos mostraron un recrecimiento de los tumores. Estos resultados indican que CMC-544 puede
producir la regresion de linfomas establecidos tanto pequefios como grandes. En un pequefio nimero de estudios
que no se muestran aqui, los linfomas RL que recrecieron esporadicamente tras la regresion inicial inducida por
CMC-544 se volvieron a tratar con CMC-544 de nuevo. Estos estudios mostraron que los tumores RL siguieron
siendo sensibles al segundo ciclo del tratamiento con CMC-544 y volvieron a experimentar de nuevo regresion. Por
tanto, el tratamiento con CMC-544 puede ser eficaz frente a masas pequefias y grandes de linfomas de linfocitos B
con potencial para repetir el tratamiento.

Il. COMPARACION /N VIVO DE CONJUGADOS PREPARADOS CON PROCEDIMIENTOS DE CONJUGACION
CMA-676 y CMC-544

La Figura 20 muestra los resultados de un experimento representativo en el que los ratones que soportaban un
linfoma estadificado recibieron dos dosis diferentes (80 y 320 ug/kg de caliqueamicina conjugada) de CMC-544
preparadas usando el procedimiento de conjugacion CMA-676 y el procedimiento de conjugacion CMC-544
utilizando el calendario de dosificacidon normalizado. La eficacia antitumoral observada fue dependiente de la dosis
como se esperaba y no hubo diferencias en las eficacias de cualquiera de las dos preparaciones CMC-544. Por el
contrario, La N Acetil-gamma caliqueamicina DMH sin conjugar administrada por via intraperitoneal a 160 ug/kg fue
inactiva. Sin embargo, debe enfatizarse que para cada dosis de la caliqueamicina conjugada, la cantidad de proteina
de anticuerpo administrada en la forma de un conjugado fue cuatro veces mayor para CMC-544 preparada mediante
el procedimiento CMA-676 frente a la preparada mediante el procedimiento CMC-544. Como el contenido de
caliqueamicina del conjugado diana es principalmente responsable de producir el efecto antitumoral, es posible
administrar la cantidad requerida de caligueamicina mediante el conjugado preparado mediante el nuevo
procedimiento utilizando cantidades mucho mas pequefias del anticuerpo director. La carga aumentada del
conjugado preparado mediante el procedimiento CMC-544 es, en efecto, debida a la ausencia de cantidades
significativas de fraccion conjugada baja (LCF).

[ll. TUMORES RESISTENTES AL TRATAMIENTO CON RITUXIMAB (RITUXAN™)

La siguiente cuestion a explorar si cualquiera de los linfomas de linfocitos B que crece después de la finalizacion del
tratamiento con el rituximab (Rituxan™) dirigido contra CD20 comercialmente disponible sigue siendo sensible al
tratamiento con CMC-544. Con este fin, linfomas RL en desarrollo (no estadificados) se trataron con rituximab
(Rituxan™) durante tres semanas. Siempre que se continué el tratamiento con rituximab (Rituxan™), se inhibio el
crecimiento del linfoma RL. Tras el cese del tratamiento con rituximab (Rituxan™), los linfomas RL crecieron
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rapidamente hasta el tamafo de 1 masa de 1 g, en cuyo momento se trataron con CMC-544 a la dosis
intraperitoneal de 160 ug/Kg. Como se muestra en las Tablas 21 y 22, estos linfomas RL siguieron siendo sensibles
a CMC-544 con un 80 % de ratones que llegaron a estar exentos de tumores en el dia 60. Por tanto, CMC-544
puede producir la regresion de linfomas de linfocitos B con tres dosis que podrian solo inhibirse mediante la
dosificacion continua de rituximab (Rituxan™).

Ejemplo 8
EFECTO IN VITRO E IN VITRO DE CMC-544
|. ESTUDIOS DE UNION Y TOXICIDAD

Se evalué CMC-544 para su union con CD22 y también para su actividad en modelos in vitro e in vivo. Se comparo
también CMC-544 con CMA-676, un conjugado del control emparejado por isotipo de hP67.6 (IgG4) con AcBut unido
a caliqueamicina, y a rituximab (Rituxan™), una IgG1 quimérica dirigida contra el mAb CD20, (IDEC Pharmceuticals,
San Diego, CA), que esta comercialmente disponible y se ha adquirido de Medworld Pharmacy (Chestnut Ridge,
NY). Se utilizaron los siguientes anticuerpos en los estudios del dominio de uniéon G5/44: BU12 (Celltech, Slough,
Reino Unido); BLCAM, HD239 (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA); RFB-4 (Ancell Corp, Bayport, MN); SHCL-1,
Leu 14 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ); 4KB128 y To 15 (Dako Corp, Carpinteria, CA); M6/13 y M5/44
(Celltech, Slough, Reino Unido). Los anticuerpos adicionales utilizados en los estudios de bloqueo fueron SJ10
(Immunotech, Fullerton, CA) y M17.1.1, M19.1.1, M38.1.1 (Celltech, Slough, Reino Unido). Las lineas celulares para
los estudios que incluian la linea Ramos de células de linfoma de Burkitt (CRL-1923) y la linea celular RL de linfoma
no de Hodgkin (CRL-2261) (NHL) se obtuvieron de la American Type Culture Collection. Se determiné que las lineas
celulares estaban exentas de micoplasmas con un ensayo de deteccion de micoplasmas mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (ATCC, Manassas, VA). Las lineas celulares se mantuvieron como cultivos en suspension
en medio RPMI mas FBS al 10 %, HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1 mM, glucosa al 0,2 %, 100 U/ml de penicilina
G sodio, y 100 ug/ml de sulfato de estreptomicina.

Se evalud si G5/44 puede inhibir o no la unién de los mAb de murino de especificidad conocida para CD22 mediante
el analisis BlAcore utilizando Fc-CD22 inmovilizado con el chip BlAcore CM5. Se compararon las unidades de
resonancia mediante plasmoén superficial (RU) obtenidas con y sin saturacion previa de Fc-CD22 inmovilizado con
G5/44. Se llevo a cabo el analisis de interaccion biomolecular utilizando BIACORE 2000. Los anticuerpos se pasaron
sobre una superficie del control blanca (celda de flujo 1, sirve como control, no se acopl6 la proteina) y la superficie
del ensayo de Fc-CD22 (celda de flujo 2) se inmovilizd sobre un chip sensor mediante quimica de acoplamiento de
aminas a un nivel de 9,042 RU. El sensorgrama resultante era la respuesta (RU) sobre la celda de flujo 2 menos la
respuesta (RU) sobre la celda de flujo 1. Se obtuvo un segundo sensorgrama saturando en primer lugar las celdas
de flujo G5/44 (100 pg/ml) antes de la introduccién de los mAB de murino contra CD22 que se habian caracterizado
anteriormente para su unién. Inmediatamente tras medir la respuesta a G5/44, los mAb de murino dirigidos contra
CD22 se perfundieron individualmente sin eliminar G544. Se registrdo también la segunda respuesta combinada
generada debido a la unién del mAb de murino dirigido contra CD22 con el CD22 revestido con G5/44. Si el
anticuerpo de murino se unié a CD22 en los sitios no relacionados con los ocupados por G5/44, entonces las
respuestas combinadas serian aditivas. Si la unién de G5/44 con CD22 interferia o evitaba la uniéon del segundo
anticuerpo, entonces las respuestas combinadas no serian aditivas. Cada una de las segundas medidas
combinadas se corrigio para la "velocidad de la reaccién inversa" de la interaccion G5/44 CD22.

G5/44 bloqued la unién solo de aquellos anticuerpos que se unian al epitopo A / dominio 1 de tipo Ig de CD22
(SHCL1 Leu 14 y HD239), indicando que G5/44 se une también en este dominio de CD22. Los anticuerpos que se
unen al epitope B / dominio 3 de tipo Ig de CD22 (RFB-4), epitope C / dominio 4 de tipo Ig de CD22 (To 15) y
dominio 2 de tipo Ig 2 de CD22 (4KB128), no se bloquearon por G5/44. Estos resultados indican que el sitio de unién
a G5/44 en CD22 se localiza en el primer dominio de tipo Ig ya que evita la unién de aquellos mAb dirigidos contra
CD22 que reconocen el primer dominio de tipo Ig de CD22 (epitope A). Otro anticuerpo dirigido contra CD22, M6/13
(Celltech, Slough, Reino Unido), de subespecificidad desconocida se bloqued también con G5/44 (Cell-tech, Slough,
Reino Unido), cartografiando de esta manera el sitio de uniéon de M6/13 al epitopo A / dominio 1 de tipo Ig de CD22.
El anticuerpo M5/44, el precursor murino de G5/44 que tiene la misma especificidad que G5/44, inhibe la unién de
G5/44, y sirve como control positivo. El anticuerpo BU12 dirigido contra CD19 sirve como control negativo en estas
evaluaciones. Los resultados se resumen en la Tabla 7.
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MEDIANTE PLASMON SUPEFICIAL (RU)

Respuesta
3 ajustada
Respuesta ara la
Dominio Ig | Respuesta |2 después del| Respuesta pa Unién del 2° mAb sin
. . o velocidad de ; por G544
Anticuerpo | de epitopo 1 con 2° mAb 3 (Respuesta a G544 ajustado para (%)
de CD22 G544 dirigido contra 2-1) "REACCION la inhibicion del fondo 0
CD22
INVERSA" de
G544
Anti CD22, A
SHCL-1 654,3 579,8 -74,5 9 29,3 69
1,2
Leu 14
Anti CD22 A
HD239 1 710,5 628,7 -81,8 1,7 19,3 91
Anti CD22 ?
M6/13 ° 710,0 652,7 -57,3 26,2 152,4 83
Anti CD22 B
RFB-4 3 703,5 1108,5 405 488,5 534 9
Anti CD22 ?
4KB128 5 691,0 1343,5 652,5 736,0 738,8 0
Anti CD22 ¢ 676,9 1163,6 486,7 570,2 614,6 7
To15 4
Anti CD22 | Control
M 5144 positivo 725,1 679,3 -45,8 37,7 613,9 94
Anti CD22 | Control
BU12 negativo 686,2 602,7 -83,5 0 0 0

Usando los mAb de murino de especificidades de unién conocidas para los dominios individuales de CD22, se
investigo la capacidad de G5/44 para bloquear la unién de estos anticuerpos a los linfocitos B. Ademas, se investigo
también la capacidad de los mAb para bloquear la unién de G5/44 a los linfocitos B. En estos estudios, 1 x 10°
células Ramos se expusieron en primer lugar al anticuerpo dirigido contra CD22 de murino (10 pug/ml de G5/44
humanizado o anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra CD22) durante 1 hora a 40 C antes de la exposicion de
las células a G5/44 (10 ug/ml). Las células se incubaron durante 1 hora mas a 40 °C. Después de los tratamientos
con anticuerpos, los linfocitos B se agruparon y lavaron con PBS-BSA al 1 % y se afiadio el anticuerpo secundario
adecuado (tanto anticuerpo de cabra-FITC dirigido contra IgG humana (cadena pesada y ligera) o anticuerpo de
cabra-FITC dirigido contra IgG de ratén (cadena pesada y ligera)) a 100 pl de una dilucién 1:100 en PBS-BSA al 1 %
durante 30 minutos a 40 C. Las células se agruparon de nuevo, se lavaron, y se volvieron a suspender en PBS-BSA
al 1 % y se afiadieron a un tubo que contenia 250 ul de PBS- formaldehido al 1 %. Se midio la intensidad de la
fluorescencia asociada con las células mediante citometria de flujo utilizando el citometro de flujo BD FACSort.

Los resultados mostraron que la exposicion previa de G5/44 a linfocitos B CD22+ dio como resultado una
significativa inhibicion de la unién posterior de los mAb M5/44 y M6/13 dirigidos contra CD22. Por el contrario, la
union de los mAb RFB4 dirigidos contra CD22, To15, HD239, y 4KB a los linfocitos B no fue inhibida por G5/44. La
ausencia de inhibicion significativa de la union de HD239 a los linfocitos B mediante G5/44 como se detectd
mediante citometria de flujo fue inesperada, debido especialmente a que el analisis BlAcore indicé que G5/44 puede
bloguear la unién de HD239 a CD22. La ausencia de una inhibicién fuerte de HD239 por G5/44 puede explicarse
basandose en las diferencias en sus afinidades relativas para CD22. Cuando se examinaron los anteriores mAb
dirigidos contra CD22 de murino para establecer su capacidad de inhibir la union de G5/44 a linfocitos B CD22+,
SHCL1 y M6/13, pero no de los otros mAb dirigidos contra CD22, inhibio la union de G5/44. Se han cartografiado los
epitopos de union de HD239 y SHCL1 al primer dominio de tipo Ig de CD22. Sin embargo, no se han cartografiado
los epitopos reconocidos por M6/13 o M5/44. Los estudios de bloqueo detallados anteriormente indican que los
anticuerpos anteriores reconocen los epitopos localizados en el primer dominio de tipo Ig de CD22, conocidos en su
conjunto como epitopo A.

Se incubaron veinte mil células Ramos don diversas dosis de CMC-544 con y sin rituximab (Rituxan™) durante 96
horas. Después de 96 horas, se midio la viabilidad celular medida mediante exclusion con yoduro de propidio y se
analizé mediante citometria de flujo. Se calculd la viabilidad promedio de 3 a 6 pocillos y se calcul6 la inhibicion de
respuesta a la dosis para los diversos tratamientos. Se calculé la inhibiciéon de respuesta al fondo de la viabilidad
celular de una concentracion cero de CMC-544. Se us6 la regresion logistica para ensayar si CMC-544 produjo una
inhibicion dependiente de la dosis estadisticamente significativa del crecimiento de células Ramos sobre el intervalo
de dosis de 0,01 a 3 ng de caligueamicina DMH/mI. Se us6 también la regresion logistica para determinar si la
interaccion de CMC-544 con rituximab (Rituxan™) fue estadisticamente significativa. Se calcularon también las
concentraciones (Clso) y se registré solo la eficacia de cada tratamiento con respecto al tratamiento con CMC-544. El
analisis se llevo a cabo utilizando el procedimiento PROBIT en SAS versién 8.2.

Los resultados del estudio mostraron que CMC-544 produjo una inhibicién dependiente de la dosis del crecimiento
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de células Ramos sobre el intervalo de dosis de 0,01 a 3 ng de caliqueamicina DMH/mI. La concentracion inhibidora
promedio (Clsp) de CMC-544 solo fue de 0,029 ng/ml. Se afiadieron concentraciones de 2, 20, y 200 ug/ml de
rituximab (Rituxan™) a células tratadas con CMC-544 para determinar si la interaccion de rituximab (Rituxan™) con
la actividad de citotoxicidad de CMC-544 es estadisticamente significativa. Rituximab (Rituxan™), afadido a 20 y
200 pg/ml sin CMC-544, no tuvo efecto significativo sobre el crecimiento celular por si mismo (111,7 % y 94,0 % de
crecimiento del vehiculo, respectivamente). En combinacion con CMC-544, las tres concentraciones de (Rituxan™)
produjeron cambios estadisticamente significativos (p <0,05) hacia la izquierda en la pendiente e interceptan la curva
de dosis-respuesta de CMC-544. La combinacion con 2 y 200 ug/ml de rituximab produjo los cambios mas grandes
en las curvas de dosis-respuesta. Estas 2 curvas no fueron estadisticamente diferentes entre si, pero fueron
significativamente diferentes (p<0,05) de la dosis combinada de 20 yg/ml. Un segundo estudio (no se notifican los
resultados) confirmé los resultados observados en el primer estudio. Las concentraciones inhibidoras promedio para
las combinaciones de 2, 20, y 200 ug/ml de rituximab (Rituxan™) mas CMC-544 son 0,0072, 0,0081, y 0,0072 ng/ml,
respectivamente. Las concentraciones inhibidoras promedio CMC-544 mas rituximab (Rituxan™) son
aproximadamente cuatro veces mas potentes que la Clso de CMC-544 solo.

[l XENOINJERTOS S!JBCUTANEOS CON ACTIVIDAD ANTITUMORAL /N VIVO'Y LINFOMAS DE LINFOCITOS B
DISEMINADOS SISTEMICAMENTE EN RATONES SCID

Se administré a ratones lampifios atimicos hembras de 18 -22 g una irradiacion corporal total (400 rads). La
irradiacion suprimié ademas el sistema inmune de los ratones para potenciar la captacion del tumor. Tres dias
después de la irradiacion, se inyectaron a los ratones por via subcutanea células 107 RL en Matrigel (Collaborative
Biomedical Products, Belford, MA, diluidas 1:1 en medio RPMI) en el flanco derecho dorsal. Cuando los tumores
alcanzaron el tamafio adecuado, (0,3 g, normalmente 21 dias después), se administré CMC-544, rituximab
(Rituxan™) o tratamiento CHOP (véase a continuacion) en solucion salina estéril, 0,2 mi/ratén ip. El dia inicial de la
administracion del farmaco se consideré el dia 1. Se administraron dos dosis adicionales en los dias 5 y 9
(tratamiento = q4Dx3). El tratamiento CHOP consisti6 en ciclofosfamida (C), (Cytoxan™, Bristol-Meyers Squibb Co.,
Princeton, NJ) 40 mg/kg ip; HCI de doxorubicina (H), (Sigma-Aldrich, Co., St Louis, MO) 3,3 mg/kg ip; vincristina (O),
(GensiaSicor Pharmaceuticals, Irvine, CA) 0,5 mg/kg ip; y prednisona (P), (Roxane Labs., Columbia, OH) 0,2 mg/kg
por via oral. CHO se administr6 de acuerdo con el mismo calendario de dosificacion que CMC-544 vy rituximab
(Rituxan™) (q4Dx3) mientras que prednisona se administré por via oral cada dia diferente para 5 dosis (q2Dx5). Los
tumores se midieron al menos una vez a la semana y se calcularon como masa tumoral (g) = 0,5 (anchura del
tumor/2) (longitud del tumor). Se calcularon las SEM promedio de grupo y se compararon con el grupo tratado con el
vehiculo para la significancia estadistica utilizando test de la T multiples. Se registraron los promedios de grupo
hasta 50 dias o hasta que murié cualquier ratén (que perturbé el promedio del grupo) o el tumor crecié demasiado
grande (>3,5g) y hubo que someter a eutanasia al ratén. Transcurrido este tiempo, se registré la masa tumoral solo
para cada ratén individual en todos los grupos de tratamiento. Se registré también el nimero de ratones exentos al
final de cada grupo de tratamiento del estudio.

Para determinar el efecto de CMC-544 solo o en combinacion con otros agentes bioactivos en linfomas diseminados,
se us6 el modelo de ratén SCID. Ratones SCID machos, (CB17 SCID), de 20-25g, recibieron una inyeccion con 10°
células Ramos a través de la vena de la cola (0,2 ml). 3 0 9 dias después de la inyeccion de células, se administrd a
los ratones vehiculo, conjugados (CMC-544 o CMC-676), o rituximab (Rituxan™), ip, para un total de 3 dosis. El dia
3 del calendario de tratamiento, los ratones recibieron una dosis en los dias 3, 7, y 11. El dia 9 del calendario de
tratamiento, los ratones recibieron una dosis en los dias 9, 13 y 17. El dia 9 del calendario de tratamiento, se
administraron también combinaciones de CMC-544 y rituximab (Rituxan™) como se describe a continuacion. Se
vigil6 a los ratones diariamente para la presencia de paralisis en las extremidades inferiores en cuyo momento se
sacrificaron. Se usaron de siete a 10 ratones por grupo de tratamiento. El tiempo de supervivencia promedio del
grupo (xSD), Se calcularon los tiempos medios, minimos, y maximos. Se determiné la diferencia en la distribucién de
supervivencia entre grupos utilizando el test de rango logaritmico no paramétrico con una significancia notificada al
nivel de 0,05. Se construyeron las curvas de supervivencia utilizando el procedimiento de Kaplan-Meier.

El estudio inicial examino el efecto de dos diferentes calendarios de dosificacidon sobre los tiempos de supervivencia
de ratones SCID con el linfoma diseminado. El primer estudio buscé iniciar la dosificacién del farmaco 3 dias
después que se inyectaran las células tumorales por via intravenosa (modelo de desarrollo), Mientras que el
segundo estudio retrasé la dosificacion del farmaco hasta 9 dias después de la inyeccion de células (modelo
establecido). En cada estudio se administraron 3 dosis de CMC-544 (160 pg/kg), CMA-676 (160 ug/kg), o rituximab
(Rituxan™) (20 mg/kg) ip, con 4 dias de separacion (Q4Dx3). En el modelo de desarrollo, los ratones tratados con el
vehiculo tuvieron un tiempo de supervivencia promedio de 27 dias (Figura 23, Tabla 8). CMA-676, el control
emparejado por isotipo para CMC-544, no aumenta el tiempo de supervivencia significativamente (p>0,05). CMC-
544 aumentd significativamente el tiempo de supervivencia a 41 dias mientras que rituximab tuvo un profundo
efecto, aumentando el tiempo de supervivencia a > 125 dias (significativamente mayor que CMC-544, p<0,05). La
dosificacion retardada hasta que las células tumorales tuvieron oportunidad de circular (buscar) y depositarse en los
tejidos diana (modelo establecido) cambié los resultados para CMC-544 y rituximab (Rituxan™). De nuevo, CMA-
676 no tuvo efecto significativo sobre los tiempos de supervivencia (Figura 24, Tabla 8). Rituximab (Rituxan™)
aumentd el tiempo de supervivencia promedio a 62,6 dias mientras que CMC-544 aumentd el tiempo de
supervivencia promedio a 83,5 dias. No hubo diferencia significativa entre los efectos de CMC-544 y rituximab
(Rituxan™) en el modelo establecido.
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Promedio Tiempo de | Desviacion Tiempo de Tiempo de |,,.
. . " f " . . .INUmero de
Estudio | Compuesto | Tiempode |supervivencia supervivencia |supervivenci| _ .
" . . . . . animales
supervivencia medio estandar minimo a maximo

CMA-676 32,9 34.0 3.9 28.0 36,0 7
Modelo de | CMC-544 1.0 38,0 101 32,0 60,0 7
desarrollo g5 imab 1284 >130,0 4.7 1190 >130,0 7
Vehiculo 27.2 28,0 1.4 25.0 28,0 8
CMA-676 33,7 31,0 4.6 30,0 42,0 7
Modelo | CMC-544 835 76,5 216 34.0 >130,0 8
establecido —miriimab 62.6 37.0 26,2 31.0 >130.0 7
Vehiculo 30,5 29.0 36 27.0 36,0 8

Se llevo a cabo un estudio preliminar para determinar si rituximab (Rituxan™) tenia algun efecto, tanto positivo como
negativo, sobre la respuesta de supervivencia de CMC-544. Se administr6 CMC-544 (160 pg/kg) con y sin rituximab
(Rituxan™) (20 mg/kg, se marcd la dosis alta de farmaco combinada (HD)). Ademas, se administraron
simultaneamente dosis menores de CMC-544 (80 pg/kg) con dosis menores de rituximab (Rituxan™) (10 mg/kg).
Los compuestos no se administran por separado a dosis respectivas de 80 ug/kg o 10 mg/kg debido al nimero
limitado de ratones en el estudio. Esta combinacion, CMC-544 (80 ug/kg) con rituximab (Rituxan™) (10 mg/kg), se
marco la dosis media combinada (MD) y se desarrollé para determinar la factibilidad de las dosis combinadas
menores de farmacos sobre la supervivencia del raton SCID. CMC-544 (160 pg/kg) y rituximab (Rituxan™) (20
mg/kg), administrados en solitario, Se comportaron como se habia encontrado en el modelo anterior establecido.
Cada tiempo de supervivencia promedio se prolongo a 58,5 y 50,5 dias, respectivamente (Figura 25, Tabla 9). En
combinacioén, el tiempo de supervivencia promedio aument6 ligeramente (aunque no fue estadisticamente
significativo, p>0,05) aument6 a 64,4 dias para una dosis elevada combinada. La dosis media combinada de 80
pg/kg de CMC-544 y 10 mg/kg de rituximab (Rituxan™) aumento significativamente (p<0,05 frente al vehiculo
tratado) el tiempo de supervivencia hasta un promedio de 92,4 dias. Estos resultados sugirieron que se garantizaron
las dosis combinadas menores de CMC-544 vy rituximab (Rituxan™).

TABLA 9: MEDIDAS DESCRIPTIVAS DE TIEMPOS DE SUPERVIVENCIA PARA EL ESTUDIO COMBINADO

INICIAL
Compuesto| Tiempo de Tiempo de Desviacion Tiempo de Tiempo de Numero de
supervivencia | supervivencia | estandar supervivencia supervivencia animales
promedio minimo minimo maximo
CMC 92,4 >100,0 16,0 62,0 >100,0 10
MD+Ritux
MD
CMC 64,4 58,5 26,7 29,0 >100,0 10
HD+Ritux
HD
CMC-544 58,5 34,5 35,8 27,0 >100,0 10
Rituximab 50,5 41,0 26,4 30,0 >100,0 10
Vehiculo 31,0 27,0 9,7 27,0 56,0 9
CMC MD = dosis media de CMC544, 80 ug/kg
CMC HD = dosis alta de CMC-544, 160 pg/kg
Ritux MD = dosis media de rituximab, 10 mg/kg
Ritux HD = dosis alta de rituximab, 20 mg/kg

Se llevé un estudio combinado adicional con CMC-544 y rituximab (Rituxan™). Se analizaron los siguientes grupos
de tratamiento: CMC-544 a 40, 80 y 160 ug/kg; rituximab (Rituxan™) a 5, 10, y 20 mg/kg; y CMC-544 a 40 ug/kg
mas rituximab (Rituxan™) 5 mg/kg, CMC-544 a 80 ug/kg mas rituximab (Rituxan™) 10 mg/kg, y CMC-544 a 160
pg/kg mas rituximab (Rituxan™) 20 mg/kg. Todas las dosis de rituximab (Rituxan™) aumentaron ligeramente el
tiempo de supervivencia promedio al intervalo de 33 - 40 dias, (todas la dosis tenian p<0,05 en comparacion con el
tiempo de supervivencia promedio tratado con el vehiculo de 25,8, Figura 26, Tabla 10). La dosis alta de CMC-544,
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160 pg/kg, Aumento el tiempo de supervivencia promedio a 85 dias, consistente con los resultados notificados en los
dos estudios iniciales. La combinacion de CMC-544 con rituximab (Rituxan™) no mejora significativamente los
tiempos de supervivencia (Figura 27, Tabla 10). Las dos dosis menores de CMC-544 (80 y 40 ug/kg) aumentaron
cada una significativamente (p<0,05) los tiempos de supervivencia promedio por encima de la dosis alta de CMC-
544. Para las dosis de 40 y 80 pg/kg de CMC-544, 90 % y 80 % de los ratones, respectivamente, sobrevivian aun a
los 125 dias. Ambos grupos combinados de farmacos hicieron que el 100 % de los ratones sobrevivieran hasta el
dia 125. Dosis menores de CMC-544 son mas eficaces que la dosis alta de 160 ug/kg.

Rituximab (Rituxan™), en combinacién con CMC-544, no tuvieron un efecto evidente sobre la actividad de CMC-544
en el modelo de linfocitos B diseminados en ratones SCID a las dosis ensayadas (véase anteriormente). Cualquiera
de CMC-544, administrado simultaneamente con rituximab (Rituxan™), dio como resultado un aumento o inhibicién
de la actividad de actividad antitumoral se evalué también usando el xenoinjerto de linfoma RL B subcutaneo en
ratones lampifios Balb/c. En el modelo de linfoma B subcutaneo, los tumores se estadificaron hasta una masa
tumoral promedio de 300 mg, después de los cual los dos agentes terapéuticos bajo estudio se administraron IP,
CMC-544 se us6 a 20 u 80 pg/kg Q4Dx3 con o sin rituximab (Rituxan™) (20 mg/kg Q4Dx3). La administracién
simultanea de rituximab (Rituxan™) ni aumenté ni inhibid significativamente (p>0,05) la eficacia terapéutica de CMC-
544 (Figura 28). Rituximab (Rituxan™), administrados en solitario, inhibieron el crecimiento del linfoma RL B
(inhibicion del 57 % del crecimiento tumoral en el dia 20, p<0,05 frente al vehiculo tratado) en este estudio, similar al
observado con la dosificacion menor de CMC-544.

El régimen quimioterapéutico combinado CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y prednisona) es la
modalidad de tratamiento mas comunmente utilizada para pacientes con linfoma no de Hodgkin. Se compar¢ el
efecto antitumoral de CHOP con el de CMC-544 en xenoinjertos RL B establecidos. Los componentes individuales
del régimen CHOP se utilizaron a sus dosis respectivas maximas toleradas evaluadas en ratones lampifios (no se
notifican los datos) y fueron como sigue: Ciclofosfamida (C) 40 mg/kg IP, doxorubicina (H) 3,3 mg/kg IP, vincristina
(O) 0,5 mg/kg IP, y prednisona (P) 0,2 mg/kg PO. CHO se administr6 Q4Dx3 y P se administraron por via oral,
Q2Dx5. CMC-544 se administré IP, Q4Dx3 a una dosificacion de 160 pg/kg de equivalentes de caliqueamicina. El
tratamiento CHOP produjo inicialmente una inhibicion significativa del crecimiento del linfoma RL B (Figura 29). Sin
embargo, 3 semanas después, los tumores volvieron a crecer con velocidades de crecimiento similares a las del
grupo tratado con vehiculo. Por el contrario, el efecto antitumoral de CMC-544 fue completo y prolongado a lo largo
del periodo experimental. Estos resultados sugieren que CMC-544, a una dosis significativamente menor que la
dosis no letal maxima en ratones lampifios, fue mas eficaz que el tratamiento combinado CHOP.

Estos estudios mostraron que rituximab (Rituxan™) afiadido a CMC-544 produjo un significativo aumento en la
actividad citotoxica de CMC-544 observada con las células Ramos de linfoma B. Se ha notificado recientemente una
interaccion sinérgica en células Ramos para rituximab (Rituxan™) y los glucocorticoides. Ademas, se ha observado
una inhibicion sinérgica del crecimiento en 4 de 8 lineas de células adicionales con rituximab (Rituxan™) cuando se
administré en combinacién con dexametasona 10 pM.

Rituximab (Rituxan™) por si mismo, 0,4 a 10 ug/ml, se notific6 que producia una inhibicion del crecimiento de
células Ramos significativa aunque pequefia (maximo del 18 %). Ademas, fue activo en 6 de 8 lineas celulares de
linfoma no de Hodgkin de linfocitos B cuando se incubd a 10 pug/ml (48 h de incubacion). Ghetie y col., mostraron
que rituximab (Rituxan™), 10 pg/ml, produjo un aumento del 6.2 % en la apoptosis (frente al 3,5 % en las células
tratadas con vehiculo) tras 24 horas de incubacién con células Ramos. En los estudios actuales, rituximab
(Rituxan™), a las dosis de 20 y 200 pg/ml no tuvo efecto sobre el crecimiento de las células Ramos cuando se
administré solo. En ratones, no hubo evidencia de ninguna interaccién entre CMC 544 y rituximab (Rituxan™) tanto
en el modelo diseminado como en el modelo de xenoinjerto subcutaneo. Los farmacos combinados ensayados no
interfieren con los efectos del resto ni los potencian. Si se reducen las dosis de cada farmaco en el modelo
diseminado cambiara esta observacion necesaria a determinar.

El modelo de linfoma de linfocitos B diseminados con células Ramos se ha descrito por Flavell y col. Se notificé que
los tiempos de supervivencia promedio para los ratones tratados con vehiculo eran de 34-36 dias. Los ratones
desarrollaron paralisis de las extremidades posteriores y progresaron hasta llegar a estar moribundo, muriendo
pronto después. El analisis histoldgico de los 6rganos rebel6é que los érganos implicados mas comunmente eran la
glandula adrenal, el bazo y el espacio subaracnoidea. El espacio subaracnoidea infiltrado se extiende
frecuentemente en el cerebro. Rituximab (Rituxan™) se comporté correctamente cuando se administré en la fase
inicial del procedimiento de la enfermedad para los ratones SCID diseminados (Figura 23), pero lo hizo peor cuando
se administré en el dia 9 en la fase establecida del modelo (Figura 24). Rituximab (Rituxan®); siendo del isotipo
IgG1, trabaja mas probablemente a través de los mecanismos efectores del ratén hospedador. Estos mecanismos
incluyen la citotoxicidad mediada por complemento y/o la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo mediante el
reclutamiento de linfocitos citotdxicos naturales que estan presentes en los ratones SCID. Las células tumorales
Ramos inyectadas son probablemente mas susceptibles inicialmente hacia los mecanismos inmunes del hospedador
que se activan mediante rituximab (Rituxan™), antes de que las células tengan una oportunidad de infiltrarse en los
organos afectados. El anticuerpo G5/44 sin conjugar (la molécula directora en CMC-544) no se ha ensayado todavia
en el modelo del tumor diseminado en ratones SCID, pero no tiene efecto cuando se administra en xenoinjertos
subcutaneos. G5/44, siendo del isotipo IgG4, no se espera que active los mecanismos efectores del hospedador vy,
por lo tanto, no produciria actividad antitumoral.
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La caligueamicina conjugada con G5/44 (CMC-544) se comportd de manera opuesta a rituximab (Rituxan™),
produciendo mejores resultados cuando se administré en la fase establecida de la enfermedad. El motivo para que
CMC-544 se comporte mejor en la fase establecida no esta claro, pero la fase establecida representa mas
claramente la situacion clinica. CMA-676, el isotipo emparejado del conjugado del control no unido, no tiene ningun
efecto significativo sobre los tiempos de supervivencia promedio. Los resultados en el modelo SCID diseminado
sugieren claramente que las dosis de CMC-544 deben reducirse para determinar la dosis eficaz maxima (MED). La
dosis de 160 ug/kg fue menos activa que las dosis menores de 80 y 40 ug/kg. No es evidente el motivo, pero la dosis
de 160 pg/kg puede ser aproximadamente la MED. Se planificaron estudios adicionales para centrarse en este
problema.

Mohammad y col., usé el tratamiento CHOP (Ciclofosfamida (C) 40 mg/kg IV, doxorubicina (H) 3,3 mg/kg IV,
vincristina (O) 0,5 mg/kg 1V, y prednisona (P) 0,2 mg/kg PO) en un modelo de xenoinjertos subcutaneos con una
linea celular de linfoma difuso de células grandes, DLCL. Las dosis utilizadas para el tratamiento CHOP para ser su
dosis tolerada maxima. El tratamiento con CHO, administrado una vez IV y P, administrado diariamente durante 5
dias, se clasifico 'activo’, produciendo una T/C de 25,8 %. No se registraron curas de tumores. Los resultados en el
modelo descrito por Mohammad y col., parecen similares a los observados con el tratamiento CHOP (administrado
IP, Q4Dx3) en el modelo RL descrito en el presente documento. En ningun estudio produjo CHOP curas a largo
plazo, A diferencia de CMC-544.

TABLA 10: MEDIDAS DESCRIPTIVAS DEL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA PARA ESTUDIOS COMBINADOS

Tratamiento Tiempo de Tiempo de Desviacion Tiempo de Tiempo de Numero de
supervivencia supervivencia estandar supervivencia supervivencia animales
promedio medio minimo maximo
CMC-544 40 118,90 125,00 19,29 64,00 125,00 10
Hg/kg
CMC LD + 125,00 125,00 0,00 125,00 125,00 10
Ritux LD
CMC-544 80 118,22 125,00 17,86 71,00 125,00 9
Hg/kg
CMC MD + 125,00 125,00 0,00 125,00 125,00 10
Ritux MD
CMC-544160 85,22 82,00 40,37 35,00 125,00 9
Hg/kg
CMC HD + 91,30 100,00 36,31 44,00 125,00 10
Ritux HD
Rituximab 5 40,70 36,50 9,57 34,00 64,00 10
mg/kg
Rituximab 10 33,80 34,00 3,26 29,00 41,00 10
mg/kg
Rituximab 20 40,50 34,00 15,45 31,00 82,00 10
mg/kg
Vehiculo 25,80 25,00 3,12 22,00 34,00 10
CMC LD = dosis baja de CMC-544, Ritux HD 40 pg/kg = dosis alta de rituximab, 5 mg/kg
CMC HD = dosis media de CMC-544, 80 ug/kg de Ritux MD = dosis media de Rituximab, 10 mg/kg
CMC HD = dosis alta de CMC-544, 160 pg/kg de Ritux HD = dosis alta de Rituximab, 20 mg/kg

Ejemplo 9

FORMULACIONES ESTABLES DE CMC-544

Se prepararon formulaciones estables de CMC-544 para la administracion in vivo afiadiendo diluyentes, excipientes,
vehiculos y estabilizantes. Tras la cromatografia HIC, se evaluaron fracciones cromatograficas mediante SEC-HPLC
y analisis UV multilongitud de onda. Se seleccionaron las fracciones adecuadas para la combinacion sobre la base
de los analisis anteriores, que proporcionaron informacion sobre el contenido de agregados, la concentracion de
proteinas, y la carga de caliqueamicina. Se afiadieron excipientes, estabilizantes, agentes de volumen y agentes
tamponantes para estabilizar la solucién. Como CMC-544 puede experimentar degradacion mediante numerosas
rutas de degradacion, necesitan tenerse en cuenta las inestabilidades fisicas en el desarrollo de las formulaciones.
Una de las principales consideraciones en el desarrollo de las formulaciones es que debe de minimizarse la
velocidad de hidrdlisis de la caliqueamicina procedente del anticuerpo mientras que debe mantenerse la integridad
fisica y quimica del anticuerpo dirigido contra CD-22. Ademas, debe minimizarse la precipitacion del conjugado de
caliqueamicina-anticuerpo, que se puede producir en determinadas condiciones de pH y concentracion.

En el desarrollo de una formulacién de un conjugado de derivado-anticuerpo de caliqueamicina monomérica, el pH
de la formulacion es critico, ya que minimiza la degradacion y la inestabilidad fisica. Se seleccioné un pH de 8,0 para
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minimizar la hidrélisis de la caliqueamicina y mantener la solubilidad adecuada del conjugado. Datos adicionales
obtenidos utilizando SDS-PAGE y el ELISA de unién a antigeno indicaron que la integridad y especificidad
estructural del anticuerpo se mantienen a un pH de 8,0. En consecuencia, se seleccioné trometamina como agente
tamponante para mantener un pH de 8,0. Un tampén alternativo podria incluir sodio dibasico o fosfato de potasio. El
intervalo de concentracion tampén puede ser de 5 a 50 mM. Se ha sugerido un intervalo de pH preferido de 7,5 a 8,5
para una estabilidad/solubilidad éptima. La especificacion de pH actual para el producto acabado es de 7,0-9,0.

Aunque la estabilidad de las soluciones conjugadas tamponadas es adecuada para la estabilidad a corto plazo, la
estabilidad a largo plazo es mala. Se usa la liofilizacion para aumentar la vida media de los conjugados. Los
problemas asociados con la liofilizacion de una solucién de proteinas estan bien documentados, y se puede producir
la pérdida de la estructura secundaria, teciaria y cuaternaria durante los procedimientos de congelacion y secado. La
sacarosa se incluye en la formulacion por actuar como n estabilizante amorfo del conjugado y para mantener la
integridad estructural de la proteina durante la congelacion y el secado. Se han usado concentraciones de 1,5-5,0 %
en p/v de sacarosa. Ademas, se puede incorporar un agente de volumen polimérico tal como Dextrano 40 o
hidroxietil almidén para potenciar la apariencia y la rigidez fisica de las tortas liofilizadas a una concentracion de 0,5-
1,5 % en peso. Estos materiales forman tortas liofilizadas a concentraciones relativamente bajas y se pueden usar
para minimizar el contenido total de sélidos de la férmula liofilizada, permitiendo de esta manera una criodesecacion
mas rapida. Los estudios de formulacion han utilizado una concentracion de Dextrano 40 de 0,9 % en peso

Se incluye polisorbato 80 en la formulacién para aumentar la solubilidad del conjugado. Se utiliza una concentracion
preferida del 0,01 % con un intervalo potencial de 0,005-0,05 %. Se ha afiadido también Tween a la formulacién a
una concentracion de 0,91-0,05 % en volumen.

Puede estar también presente en la formula un electrolito y se puede usar para mejorar la eficacia del procedimiento
de purificacion final. Se usa normalmente cloruro de sodio a una concentraciéon de 0,01 M a 0,1 M. Se pueden usar
también electrolitos adicionales tales como sulfato de sodio como un sustituto del cloruro de sodio debido a que
pueden liofilizarse mas facilmente. Optimamente, la solucién final de CMC-544 comprende sacarosa al 1,5 % (en
peso), Dextrano 40 al 0,9 % (en peso), Tween 80 al 0,01 %, cloruro de sodio 50 mM, polisorbato 80 al 0,01 % (en
peso) y trometamina 20 mM.

Se presenta a continuacion una férmula representativa para la solucion antes de la liofilizacion: CMC-544 0,5 mg/ml,
sacarosa 1,5 % en peso, Dextrano 40 0,9 % en peso, cloruro de sodio 0,05 M, tween 0,01-0,05 % en volumen,
polisorbato 80 0,01 % en peso, trometamina 0,02 M, pH 8,0, y agua. La solucién se dispensa en viales de color
ambar a una temperatura de +5°C to 10°C, (6ptimamente a +5°C); la soluciéon se congela a una temperatura de
congelacion de -35°C a -50°C, (6ptimamente a -45°C); la solucidn congelada se somete a una etapa de
criodesecacion inicial a una presion de secado primaria de 20 a 80 micrémetros, (6ptimamente a 60 micrometros);
los productos criodesecados se mantienen a una temperatura de almacenamiento de -10 °C a -40°C, (6ptimamente
a -30°C), durante 24 a 72 horas, (6ptimamente durante 60 horas); y finalmente, el producto criodesecado se somete
a una etapa de secado secundario de 20-80 micrometros, (6ptimamente a 60 micréometros) a una temperatura de
almacenamiento de +10°C a +35°C, (6ptimamente +25°C), durante 15 a 30 horas (6ptimamente durante 24 horas).
Se us6 un ensayo de aumento de presion para determinar la finalizacion del secado primario. A la conclusion del
ciclo de liofilizacion, los viales se volvieron a llenar con nitrégeno y se cerraron.

La Tabla 11 muestra las diferencias en la formulacion utilizada para CMC-544 y la formulacién utilizada para CMC-
676. Las diferencias significativas entre la formulacién de CMA-676 y la formulacion utilizada para CMC-544 incluyen
una concentracion reducida de proteinas en la nueva formulacion (0,5 mg/ml), el uso de trometamina como tampén y
la presencia de tween 80 al 0,01 %. Estos resultados en el CMC-544 reconstituido en la nueva formulacién resultan
evidentes al contrario que la turbidez que se observa en la formulacién de CMA-676 reconstituida (véanse las Tablas
12y 13).

TABLA 11: COMPARACION DE LA FORMULACION CMA-676 y DE LA FORMULACION CMC-544 PARA CMC-544

Formulacion de CMA-676 Formulacion de CMC-544

Concentracion de 1,0 mg/ml 0,5 mg/mi
proteinas
Formulacion sacarosa al 1,5 %, Dextrano 40 al 0,9 | sacarosa al 1,5 %, Dextrano 40 al 0,9 %, Tween

%, cloruro de sodio 100 mM, tampdn
fosfato 5 mM

al 0,01 %, 80, polisorbato 80 al 0,01 %, cloruro de
sodio 50 mM, trometamina 20 mM

TABLA 12: OBSERVACIONES DE ESTABILIDAD Y FISICOQUIMICAS DE LAS FORMULACIONES DE CMA-676 Y
CMC-544 PARA CMC-544 a 5°C.

Formulacion de CMA-676 Formulaciéon de CMC-544
Tiempo Inicial 2 semanas Inicial 2 semanas
Observacion fisica Turbidez ligera Turbidez ligera Transparente Transparente
pH 7,5 7,5 7,8 7,8
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(continuacion)

Formulacion de CMA-676

Formulacion de CMC-544

Tiempo Inicial 2 semanas Inicial 2 semanas
Proteina total (mg/ml) 1,07 1,07 0,52 0,52
Caliqueamicina total (ug/mg de 67 67 57 57
proteinas)
Caliqueamicina sin conjugar 1,21 2,82 0,97 1,13
(ug/mg de proteinas)
% de agregados 3,03 2,81 1,59 1,70

TABLA 13: OBSERVACIONES DE ESTABILIDAD Y FISICOQUIMICAS DE LA FORMULACION DE CMA-676 Y
CMC-544 LIOFILIZADA'Y ALMACENADA A 25°C

FORMULACION DE CMA-676

Formulacion de CMC-544

Tiempo Inicial 4 semanas Inicial 4 semanas
Observacion fisica de conjugados| Turbidez ligera Turbidez ligera Transparente Transparente
reconstituidos
pH 7,5 7,5 7,8 7,8
Proteina total (mg/ml) 1,03 1,03 0,51 0,51
Caliqueamicina total (ug/mg de 67 67 57 57
proteinas)

Caliqueamicina sin conjugar 1,13 1,03 1,03 0,94
(Mg/mg de proteinas)
% de agregados 2,63 2,96 1,49 2,09
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Declaracién adicional de la invencién

1. Un conjugado de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 que tiene la férmula, Pr (-X-S-S-W)
m en la que: Pr es un anticuerpo dirigido contra CD22; X es un engarce hidrolizable que comprende un producto de
cualquier grupo reactivo que pueda reaccionar con un anticuerpo; W es un radical de caliqueamicina; m es la carga
promedio de un producto de conjugacion purificado, de tal manera que la caliqueamicina constituye un 4 - 10 % del
conjugado en peso; y (-X-S-S-W) m es un derivado de caliqueamicina, en el que la molécula de anticuerpo
comprende un dominio variable de la cadena pesada que comprende

(a). la SEC ID N°: 1 por CDR-H1,

(b). la secuencia GINPGNNYATYRRKFQG de gH7 en la Figura 6 o la SEC ID N°:2 o la SEC ID N°: 13 o la SEC
ID N°:5 0 la SEC ID N°:16 para CDR-H2, y

(c). la SEC ID N°:3 para CDR-H3;
y un dominio variable de la cadena ligera que comprende
(d). la SEC ID N°:4 para CDR-L1,
(e). la SEC ID N°:5 para CDR-L2, y
(f). la SEC ID N°:6 para CDR-L3.

2. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 1, en el que
el anticuerpo es un anticuerpo dirigido contra CD22 injertado con CDR.

3. El conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 2, en el que
el anticuerpo comprende un dominio variable que comprende regiones marco aceptoras humanas y donantes CDR
no humanos.

4. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 3, en el que
las regiones marco aceptoras humanas del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo se basan en una
secuencia consenso del subgrupo | humano y comprenden restos donantes no humanos en las posiciones 1, 28, 48,
71y 93.

5. El conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 4, en el que
el anticuerpo comprende ademas restos donantes no humanos en las posiciones 67 y 69.

6. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 2, en el que
el anticuerpo injertado con la CDR comprende un dominio variable de la cadena ligera que comprende una region
marco aceptora humana basada en una secuencia consenso del subgrupo | humano y que comprende ademas
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restos donantes no humanos en las posiciones 2, 4, 37, 38, 45 y 60.

7. El conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 6, en el que
el anticuerpo injertado con la CDR comprende ademas un resto donante no humano en la posicion 3.

8. El conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 2, en el que
el anticuerpo injertado con la CDR comprende una region variable de la cadena ligera 5/44-gL1 (SEC ID N°: 19) y
una region variable de la cadena pesada 5/44-gH7 (SEC ID N°:27).

10. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 2, en el
que el anticuerpo injertado con la CDR comprende una cadena ligera que tiene la secuencia que se muestra en la
SEC ID N°: 28 y/o una cadena pesada que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 30.

11. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 2, en el
que el anticuerpo injertado con la CDR es una variante de anticuerpo obtenida mediante un protocolo de maduracién
por afinidad tiene una especificidad aumentada para CD22 humano.

12. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 2, en el
que el anticuerpo comprende una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos resultantes de la
expresion de la SEC ID N°: 29 en una célula de mamifero y una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos resultante de la expresion de la SEC ID N°: 31 en una célula de mamifero.

13. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de uno cualquiera de
los parrafos anteriores, en el que el derivado de caliqueamicina es gamma caliqueamicina o un derivado de N-acetil
gamma caliqueamicina.

14. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 13, en el
que el derivado de caligueamicina esta funcionalizado con 3-mercapto-3-metil butanoil hidrazida.

15. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de uno cualquiera de
los parrafos anteriores, en el que el engarce hidrolizable es un engarce bifuncional que puede liberar el derivado de
caliqueamicina procedente del conjugado tras la union y la entrada células diana.

16. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 del parrafo 15, en el
que el engarce bifuncional es el acido 4-(4-acetilfenoxi) butanoico (AcBut).

17. Una composicion que comprende el conjugado de caliqueamicina / anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de
los parrafos anteriores, en el que la composicion tiene una fraccion conjugada baja (LCF) de menos del 10 %.

18. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 de acuerdo con uno
cualquiera de los parrafos 1 a 16 o la composicién del parrafo 17 para uso en el tratamiento de un trastorno
proliferativo.

19. El conjugado del derivado monomeérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 18, en el que el trastorno proliferativo es una neoplasia de linfocitos B.

20. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 19, en el que la neoplasia de linfocitos B es leucemia.

21. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 20, en el que la leucemia expresa el antigeno superficial celular CD22.

22. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 20, en el que la leucemia es leucemia linfocitica aguda.

23. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 19, en el que la neoplasia de linfocitos B es linfoma.

24. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 23, en el que el linfoma expresa el antigeno superficial celular CD22.

25. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 23 o 24, en el que el linfoma es un linfoma no de Hodgkin.

26. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 25, en el que el conjugado o la composicion se administra con uno o mas agentes
bioactivos.

27. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 26, en el que los agentes bioselectivos se seleccionan entre un grupo que consiste en
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anticuerpos, factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, antihormonas, xantinas, interleuquinas, interferones, y
farmacos citotoxicos.

28. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 27, en el que el agente bioactivo es un anticuerpo.

29. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con el parrafo 28, en el que se dirige contra un antigeno superficial celular expresado en neoplasias
de linfocitos B.

30. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con el parrafo 29, en el que el anticuerpo dirigido contra los antigenos superficiales celulares
expresados en neoplasias de linfocitos B se selecciona entre un grupo que consiste en anticuerpos dirigidos contra
CD19, CD20 y CD33.

31. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con el parrafo 30, en el que el anticuerpo dirigido contra CD20 es rituximab.

32. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con el parrafo 27, en el que dicho agente citotdxico se selecciona entre el grupo que consiste en un
maitansinoide, daunorubicina, idarubicina, aclarubicina, zorubicina, mitoxantrona, epirubicina, carrubicina,
nogalamicina, menogaril, pitarubicina, valrubicina, citarabina, gemcitabina, trifluridina, ancitabina, enocitabina,
azacitidina, doxifluridina, pentostatina, broxuridina, capecitabina, cladribina, decitabina, floxuridina, fludarabina,
gougerotina, puromicina, tegafur, tiazofurina, adriamicina, cisplatino, carboplatino, ciclofosfamida, dacarbazina,
vinblastina, vincristina, mitoxantrona, bleomicina, mecloretamina, prednisona, metotrexato de procarbazina,
fluorouracilos, etopésido, taxol, analogos de taxol, y mitomicina.

33. El conjugado del derivado monomeérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con el parrafo 27, en el que el conjugado se administra junto con, antes de, o posteriormente a la
administracion de una o mas combinaciones de agentes citotoxicos como parte de un régimen de tratamiento, en el
que la combinacion de agentes citotdxicos se selecciona entre:

A. CHOPP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina); B. CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina, y prednisona);

C. COP (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona);
D. CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina, procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona);
E. m-BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorina);

F. ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina,
mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina);

G. ProMACE-CytaBOM (prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina,
citarabina, bleomicina, y vincristina);

H. MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, y leucovorina);
I. MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina);
J. ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina);

K. MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABV (adriamicina/doxorubicina,
bleomicina, y vinblastina);

L. MOPP  (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABVD
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina);

M. CHIVPP (clorambucilo, vinblastina, procarbazina, y prednisona); N. IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, y
etopdsido); O. MIME (metil-gag, ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); P. DHAP (dexametasona, citarabina a
dosis elevada, y cisplatino);

Q. ESHAP (etopodsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino);

R. CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, prednisona, y bleomicina); S. CAMP (lomustina,
mitoxantrona, citarabina, y prednisona);

T. CVP-1 (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona);
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U. ESHOP (etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, vincristina y cisplatino);

V. EPOCH (etopésido, vincristina, y doxorubicina durante 96 horas con dosis de bolos de ciclofosfamida y
prednisona oral);

W. ICE (ifosfamida, ciclofosfamida, y etopdsido);
X. CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, prednisona, y bleomicina);
Y. CHOP-B. (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y bleomicina); y

Z. P/IDOCE (epirubicina o doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida, y prednisona).

34. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con el parrafo 27, en el que el agente bioactivo se administra junto con un anticuerpo dirigido contra
un antigeno superficial celular expresado en neoplasias malignas de linfocitos B, y que comprende opcionalmente
una o mas combinaciones de agentes citotoxicos como parte de un régimen de tratamiento, en el que la
combinacién de agentes citotoxicos se selecciona entre:

A. CHOPP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina); B. CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina, y prednisona);

C. COP (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona);
D. CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina, procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona);
E. m-BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorina);

F. ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina,
mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina);

G. ProMACE-CytaBOM (prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina,
citarabina, bleomicina, y vincristina);

H. MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, y leucovorina);
I. MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina);
J. ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina);

K. MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABV (adriamicina/doxorubicina,
bleomicina, y vinblastina);

L. MOPP  (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABVD
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina);

M. CHIVPP (clorambucilo, vinblastina, procarbazina, y prednisona);
N. IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, y etop6sido);

0. MIME (metil-gag, ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); P. DHAP (dexametasona, citarabina a dosis elevada,
y cisplatino);

Q. ESHAP (etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino);

R. CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, prednisona, y bleomicina); S. CAMP (lomustina,
mitoxantrona, citarabina, y prednisona);

T. CVP-1 (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona);
U. ESHOP (etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, vincristina y cisplatino);

V. EPOCH (etopésido, vincristina, y doxorubicina durante 96 horas con dosis de bolos de ciclofosfamida y
prednisona oral);

W. ICE (ifosfamida, ciclofosfamida, y etoposido);
X. CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, prednisona, y bleomicina);

Y. CHOP-B. (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y bleomicina); y
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Z. P/IDOCE (epirubicina o doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida, y prednisona).

35. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo uno cualquiera de los parrafos 18 a 34, en el que el conjugado se administra a una dosis eficaz de
entre 0,1 mg/m>a 50 mg/m®.

36. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con el parrafo 35, en el que el conjugado se administra a una dosis eficaz de entre 0,4 mg/m3 a 30
mg/m®.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> WYETH HOLDINGS CORPORATION.; KUNZ, ARTHUR Y COL.

<120> CONJUGADOS DE TRANSPORTADOR DERIVADO DE CALIQUEAMICINA

<130> AM100788PCT

<160> 51

<170> SeqWin99, version 1.02

<210> 1

<211>5

<212> PRT

<213> ratén

<220>
<223> CDR-H1 5/44¢g

<220>
<221>

<400> 1

Asn Tyr Trp lle His
1. 5
<210>2
<211>17

<212> PRT
<213> ratén

<220>
<223> CDR-H2gL1 T3 5/44 monoclonal de ratéon

<220>
<221>

<400> 2

Gly lio Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Asn Let Lys
1 5 10 15

Giy

<210> 3
<211>12
<212> PRT
<213> ratén

<220>
<223> CDR-H3 5/44 monoclonal de ratén
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<220>
<221>

<400> 3

Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr
1 5] 10

<210>4

<211> 16

<212> PRT
<213> ratén

<220>
<223> CDR-L1 5/44 monoclonal de ratén

<220>
<221>

<400> 4

Arg Ser 8er Gln Ser Lau Ala Asn Ser Tyr Gly Asn Thr Phe Leu Ser
1 5 10 15

<210>5

<211>7

<212> PRT
<213> ratén

<220>
<223> CDR-L2 5/44 monoclonal de ratén

<220>
<221>

<400> 5

Gly ile Ser Asn Arg Phe Ser
1 §

<210>6

<211>9

<212> PRT
<213> ratén

<220>
<223> CDR-L3 5/44 monoclonal de ratén

<220>
<221>

<400> 6

Leu Gin Gly Thr His GIn Pro Tyr Thr
1 . 6

<210>7

<211>113

<212> PRT
<213> ratén

<220>
<223> dominio VL 5/44 monoclonal de ratén
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<210> 8

<211> 121
<212> PRT
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Asp Val Val Vat Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Phe Gly
1 5 10 15 '

Asp Gin Val Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Lou Ala Asn Ser
20 25 - 30

Tyr Gly Asn Thr Phe Leu Ser Trp Tyr Leu His Lys Pro Gly GIn Ser
35 40 45

Pro Gin Leu Leu Sle Tyr Gly lle Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys-ie
65 70 75 - 80 L

Ser Thr lle Lys Pro Glu Asp Leu Gly. Met Tyr Tyr Cys Leu Gin Gly
85 90 95 o .

Thr His Gin Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glulle Lys
100 105 110

Arg

<213> dominio VH 5/44 monoclonal de raton

<220>

<223> dominio VH 5/44 monoclonal de raton

<220>
<221>

<400> 8
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Glu Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Thr Val Leu Ala Arg Pro Gly Ala

1. 8§ . _w 15"

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Tp 'i[_e Hia Tsp Val Lys GIn Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp le
' 85 40 45

Gly Gly lle Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Asn Leu
.80 55 80 -

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Val Thr Ser Ala Ser Thr. Ala Tyr
6 70 75 80

Met Asp Léu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
8 80 95 ' :

Ttir Arg Gl Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gy
' 100 105 110 i

~ 'GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210>9
<211> 13

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>cH

<220>
<221>

<400> 9
Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Asn Leu Lys Gly
1 5 10 S
<210>10
<211>13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N55Q

<220>
<221>

<400> 10
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Gly Asni Gln Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Asn LeuLys Gly
1 5 w0 o

<210> 11

<211>13

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> T57A

<220>
<221>

<400> 11

Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Lys Arg Ash Leu Lys Gly
<210> 12
<211>13

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> T57V

<220>
<221>

<400> 12
Gly Asn Asn Tyr Val Thr Tyr Lys Arg Asn Leu Lys Gly
1 5 10

<210> 13

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H2 (T57)A H’

<220>
<221>

<400> 13

Gly lle Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Lys Arg Asn Leu Lys
1 5 10 15 ' h
Gly

<210> 14

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> K60R

<220>
<221>
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<400> 14

Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Arg Arg Asn Leu Lys Gly
1 5 10

<210> 15

<211>17

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H2 (K60R)R H"

<220>
<221>

<400> 15

Gly lle Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr Asg Arg Asn Leu Lys
1 5 10 18

Gly

<210> 16

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR-H2 (T57A K60R) H"

<220>
<221>

<400> 16

Gly le Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Arg Arg Asn Leu Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 17

<211>70

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> DPK9

<220>
<221>

<400> 17
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Asp lie Gin Mét Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Giy
1 5 10 15

Asp Arg Val The lle Thr Gys Trp Tyr Glin Gin Lys Pro Gly Lys Ala
20 25 30 ' o

Pro Lys Leu Leu lle Tyr Gly Val Pro.Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly
35 40 45 S

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thrile Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp
50 56 60 '

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

65 70
<210> 18
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> JK1

<220>
<221>

<400> 18

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg

1 5 10
<210> 19
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gL1

<220>
<221>

<400> 19

Asp Val Gin Vai Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 - 10 16 '

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ala Asn Ser
20 2 30 '

Tyr Gly Asn Thr Phe Leu Ser Trp Tyr Leu His Lys Pro Gly Lys Al
3 . 40 45

Pro GIn Leu Leu lle Tyr Gly lle Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
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50 &5 &0

Asp Arg Phe Ser Gy Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr ite
65 0. 75 80 '

Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala The Tye Tyr Gys Leu Gin Gly
85 80 95 : |

Thr His Gin Pro Tyr Thr Phe Gly-Gin Gly Thr Lys Val GluTleLys... .

100 105 110
Arg
<210> 20
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223>gL2
<220>
<221>
<400> 20
Asp Val Val Val Thr Gin'Ser Pro Ser Sér Leu Ser Ala Ser Val Gly.
1. 8 . 10 15
‘Asp Arg Val Thr te Thr Cys Arg Ser Ser Gl Ser Leu Ala Asn Ser
20 .25 30 '
Tyr Gly Asn'Thr Phe Leu Ser Trp Tyr Leiz His Ly Pro Gly Lys Ala
35 49 45
Pro Gin Leu Leu lle Tyr Gly ile Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
. 60 66 60 - -
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle
65 70 75 80
Ser SerLeu Gln Pro Giu Asp Phe Ala Thr Tyt Tyr Cys Leu Gin Gly
85 . . 80 a8
Thr His-Gln-Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
00 108 110 ' :
Arg
<210> 21
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<211>80
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> DP7

<220>
<221>

<400> 21

‘@In Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15 -

Ser Val Lys Va) Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Trp Val.
20 25 30

Arg Gin Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp Met Gly Lys Phe Gin Gly
35 40 45

Arg Val Thr Met T Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr Met Glu

50 55 60
Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

65 70 75 80
<210> 22
<211>11

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> JH4

<220>
<221>

<400> 22

Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10
<210> 23
<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gH1

<220>
<221>

<400> 23

Glu Vai Gl Leu Vai Gin Ser Gly Ala Giu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
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Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr

20 25 30
Trp ile His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp lle

35 40 45

Gly Gly lle Asn Pro Gly Asn Gln Tyr Thr Thr Tyr Lys Arg Asn Leu
50 &5 60 :

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
g5 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Lou Arg Ser Ghs Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 85

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105 - 110

@I Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 24
<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gH4

<220>
<221>

<400> 24

Glu Val Gin Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 0 15

Ser Vai Lys Val Ser Cys Lys Ata Ser Gly Tyr Arg Phe The Asn Tyr
20 2 30 .

Trp'Hle His Trp Val Arg Gln Afa Pro Gly Gin Gly Leu Glu-Fp fie
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35 40 45

Gly Gly lle Asn Pro Gly Asn Asn Tyt Ala Thr Tyr Arg Arg Asn Leu
50 55 60 .

Lys Gly 'Ar_g Afa Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 . 70 75 80 '

Met Glu Leu Sei S8r Leu Arg Ser Glu Asp Thr-Ala Val Tyr Tyr Cys
-85 80 95 '

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Lew Val Thr Val-Ser Ser
15 120
<210> 25
<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gH5

<220>
<221>

<400> 25

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Giu Vai Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 140 15 ' '

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr
- 20 25 30

Trp lie His Trp Vai Arg Gin Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lle
- 35 40 : 45 :
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Gly Gly lle Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Arg Arg Ash Leu
50 55 60

Lye Gly Arg Vai Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 a0

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 85

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Tip Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105 110

Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

15 120
<210> 26
<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gH6

<220>
<221>

<400> 26

Glu Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Giu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 18

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Trp lle His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lle
35 40 45
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Gly Gly lle Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Arg Arg Lys Phe
60 .. 55 B0 '

Gin Gly Arg Ala Thr Lau Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 - 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Vai Tyr Tyr-Gys_
85 a0 a5 -

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly
100 108 10 :

Gln Gly Thr Leu Val Thr Vat Ser Ser
115 120
<210> 27
<211>121

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gH7

<220>
<221>

<400> 27

Glu Val Gin _Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala .
1 5 10 15 :

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe Thr Asn Tyr
20 2 a0

Trp te His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie

35 - 40 45 '
Gly Gly lls Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Arg Arg Lya Phe
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50 55 €0

GIn Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cye
85 %0 95

Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105 110

Gin Gly Thr Leu Val Thr Vai Ser Ser
115 120

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia completa de cadena ligera injertada

<220>
<221>

<400> 28

Met Lys Leu Pro Val Arg Latt Leu Val Leu Leu Leu Phe Trp lle Pro
1 5 10 15

Ala Ser Arg Gly Asp Val Gin Val Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lie Thr Cys Arg Ser Ser Gln Ser

35 40 45
Leu Ala Asn Ser Tyr Gly Asn Thr Phe Leu Ser Trp Tyr Leu His Lys

50 &5 60
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Pro Gly Lys Ala Pro-Gin Leu Leulle Tyr Gly lle Ser Asn Arg Phe
65 70 75 80

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr-Asp Fhe
85 20 95

Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Gin Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr

-- 3 100 . s =08~ - - - 410 . e .

Cys Leu GIn Gly Thr His Gin Pro Tyr Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys
115 120 125

Val Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser.Val Phe lle Phe Pro
130 135 140 '

Pr6 Ser Asp Giu Gin Leu Lys Ser Gly. Thr-Ala Ser Val Val Cys Leu

150 155 160

‘Leu Asn Asn Phe.Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp

165 170 176

Asn Ala Ly Gin Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val ThrGlu Gin Asp
180 185 190 :

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Lel Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
195 200 205 -

‘Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr Hig Gin

210 - 218 220

Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia completa de cadena ligera injertada

<220>
<221>

<400> 29
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tiegamgecg ceaccatgaa giigectgtt aggetgitgy tgeticight gticlogatt 60
eclgettcec ggggtgacgt eaaglgace cagageceat ceagectgag cgeatcigta 120
ggagaccggg tcaceateac figlagates agteagagte figeeaacag itatgggesc 180
acctttitgt ctiggtatot geacasacca ggtaaagece cacaatiget catctacgga 240
afctctaaca gatitagtgg tgtaccagac aggticageg gtiocggaag tggtactgat 300
ttcacectca cgatcicgle telocagoca gaagatiteg coacttatta ctgtttacaa  360.
ggtacacaﬂc agcegtacac attloggicag ggtactaaag tagaaatcaa aogtacggta 420
gcggococat clgtcticat citcocgeca ietgalgage agtigaaate tggaactgcc 480
tctgttgmt goctgctgaa taacttctat cccagagagg ocaaagtaca gtogaaggig 540
gataacgece tecaafcggg taactcccag gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac 600
agcacotace gectcageag caccctgaog ctgagcaday cagactacga gasacacage 660
gtctacgcct gcgaagtcac ccatcagggc ctgagetege ocglcacaaa gagctl:caac 720
aggggagagt gﬂagaggga gaagtgoccc cacetgetoe toagttccag cotgggaatt 780
e 781

<210> 30

<211> 467

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia completa de cadena pesada injertada

<220>
<221>

<400> 30

Met Asp Phe Gly Phe Ser Leu Val Phe Leu Ala Ley lis Leu Lys Gly
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1 5 10 15

Val Gln Cys Glu Vel Gln_ Leu Val Gin Ser Gly Ala Gl Val Lys Lys
20 25 30 :

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Arg Phe
35 4 45 R

—Thr Asn Tyr Trp lle His .Trp-Val- Arg GIn-Ala Pro-Gly Gln Gy 1-.-=éu
g0 &5 - 80

Glu Trp lls Gly Gly lle Asn Pro Gly Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Arg
6 70 75 80

Arg Lys Phe GIn Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser
85 %0 . 95 S

. ThrVal Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val’
100 105 110 '

Tyr Tyr Gys Thr Arg Glu Gly Tyr Gly Asn Tyr Gly Ala Trp Phe Ala
115 120 125 -

Ty Trp Gly Gin Gly The Lel.:l':\_!al Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys -
130 135 140

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu
145 150 185 . 160

Ser Thr Ala Als Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro
%5 170 178 :

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Lau Thr Ser Gly Val His Thr
180 186 190

Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val
195 200 205 . R '
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Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn
210 215 220

Val Asp His Lys Pro Ser Asnh Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Giu Ser
225 230 235 240

Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gy
245 250 255

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
260 265 270

lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gin
275 280 285

Glu Asp Pro Glu Vel Gin Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu Val
290 295 300

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Phe Asn Ser Thr Tyr
o5 310 315 320

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp Leu Asn Gly
825 - 330 335

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser lle
340 345 350

Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gln Vai
355 360 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gin Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val Ser
370 375 380

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lls Ala Val Glu
385 390 395 400
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Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 410 415

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val
420 425 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gin Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
435 440 445

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 " 458 460

Leu Gy Lys
485

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN completa de cadena pesada injertada

<220>
<221>

<400> 31

aagetltgccg ceaccatgga citeggatte tolctegiat teclggeact catictcaag 60
ggagigcagt gtgaggtgea atiggtecag teaggageag aggtiaagaa gectggtget 120
tecgleaaag ttiogtataa goctagegge tacaggttica caaattatig gatteattgg 180
gitcaggcapg ctecgggaca aggectggaa tggatcagtg geattaatee cgggasataac 240
tacgctacat ataggagaaa attccagage agaéttacga fgaccgegya cacctecaca 300
agcactgtct acatggaget gteatelclg agatecgagg acaccgeagt gtactatigt 360
actagagaag getacggtaa Hacggagec tgaticgoct actggggeca gagtaceeta 420
gtcacagtet ectcagotic tacazaggge coateeptet toceectgge geectgetee 480
aggagcacct cogagageac agecgecctg ggotyeotgg tecaaggacta cttececgaa 540
ccggtgacgg tgicgtggaa cleaggegee ctgaccageg gogtgeacac cticcegget 600
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glectacagt cotcaggact ctactecote ageagegtag tgacegtgoc ctecageage 660
ttgggcacgé agacetacac ctgcaacgta gatcacaage ceageaacac caaggtggac 720
aagagagitg gtgagagace agoacaggga ggyaggptat clgctggaag ccaggotcag 780
ceeteciges tggacgcase coggetglge agocceager cagggcagea aggoatgoce 840
catetglote ctcacccgga ggectetgae caccecacte atgecoaggy agagggtett 900
ctggatittt ccaccagget cogggeages acaggelgga fyceectace coaggoecty 960
cgeatacagg ggcaggiget gegotoagac clgocaagag coatatecgg gaggaccety 1020
dccctgacct aagcccacce canaggecaa actolecact cocteagele agacacotie 1080
tolcotocea gatolgagta aclotcaats totetefge agagtecasa tatggtesce 1440
catgeccace atgecoaggt aagecaaces aggoctegec clecagetca aggegggaca 1200
gotgcoctag agtagectge atecagggac aggocecage cggatgelge cgatccace 1260
tocatetctt cctcageac fgagticety gggggaccat cagtoticct gicescoca 1320
a'aacccéagg- acactcteat gatolceogg aceccigagg tacgtgogt ggtagtggac 1380,
gigageoagg aagaccooga ggtecagttc aaciggtacy tggatggegtpgaggtgeat 1440
satgocaaga caaagoogey ggaggageag ticaacagea cgtaceotgt ggteagegte: 1500
cleacegtoe tgcaccagga clggelgaac ggeaaggagt acaagtgeaa ggictecaac 1560
asaggcotee ogtoctecat cgagaasace atolccaaag céaaagglag gacccacggg 1620
gigegagyge cacatggaca gaggtcaget cggoscacce tetgooctgg. gagtgacege 1680
tatgecaacc tofgicecta cagggeages cogagagecea caggigiaca ccetgecece 1740
ateccaggag gegatgacea agaaccaggt cagecigace tgectggtea asggeticta 1800
ceecagegac ategeegigg agtgugagag caatgggeag coggagaaca actacaagac 1860
cacgectecs gigetagact cogacggote clicticets tacageagge t'a_aocglgga 1920
caagagcagg tggcaggagg Qg_aatgtctt-chcatgctcc gtgatgcatg aggctetgca 1980
caaccactac acacagaags gectclooct gictelggat aaatgagtge 'cagggccggc 2040
aagcotcoge tecooggget cteggggteg cgogeggaty ottggeacat acecogteta 2100
catacticet aggcacecay catggaaata aageacccac cactgeccig getegaatte 2160

<210> 32

<211> 94

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gH1 T1

<220>
<221>

<400> 32
aghgtgaggt acaattggic caglcaggay cagaggtiaa gaagectggt geticegiea 60
aagiticotg taaggctage ggotacaggt tcac 94

<210> 33

<211> 96

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gH1 T2

<220>

62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 545745 T3

<221>
<400> 33

glggeattaa tecegggaat cagtacacta catataaaay aaalctaaag ggcagagesa 60
cgetgacege ggacaccice acaageady tetaca 06 -
<210> 34
<211> 95

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gH1 T3

<220>
<221>

<400> 34

agageaggct acggtaatta cagagootgg tiogestect ggggecaggy tacoctagte 60
acagtetect cagettetac aaagggedes agaaa 95

<210> 35

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544 gH1 B1

<220>
<221>

<400> 35

ggaccaatty cacctcacac tgeacteect igagaatgag igeeaggaac acgagagaga 60
atccgaagtc calggtggeg geaageittt atlc 94

<210> 36

<211> 97

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gH1 B2

<220>
<221>

<400> 36
gattoceggg attaatgeca cegatecatt ccaggectig teccggages tgectaacce €0
aatgaatcca ataattigly eaccigtage cgelage 97

<210> 37

<211> 93

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gH1 B3
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<220>
<221>

<400> 37

cotaattacs gtagoc_::ttc':t ctagiacaat agtacactye ggtatecteg gateteagag 60
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atgacagete catglagaca glgcitglag agg

<210> 38

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial.

<220>
<223> 544gH1 F1

<220>
<221>

<400> 38
gaataaaagc ttgccgccac ¢ 21

<210> 39
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gH1 R1

<220>
<221>

<400> 39
tttcttgggc cctttgtagaag 22

<210> 40

<211> 87

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>544gL1T1

<220>
<221>

<400> 40

gettceeggg gtgacgtica agtgacceag agessatoea goctgagege atelgtagga .60

gaccgggtca ecateaciig tagatee

<210> 41

<211>90

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gL1 T2

<220>
<221>
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<400> 41

tatctgcaca aaccaggtaa agocccacaa ttgctcatct acggaatctc taacagattt 60

agtggtgtac cagacaggtt cagcggttcc

<210> 42

<211> 91

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gL1 T3

<220>
<221>

<400> 42

agatitegee acltattact gtttecaagg tacacatcag cogtacacat tegytcaggg 60

taciasagta gaaatcaaac gtacggegtyg ¢

<210> 43

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gL1 B1

<220>
<221>

<400> 43

gaacgtcace cogggaagoa ggaatecaga acaacagaag caccaacage ctaacaggea 60

aclicatagt ggeggeticg aateatee

<210> 44

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gL1 B2

<220>
<221>

<400> 44

ctitaccigg ttigtgcaga taccaagaca aaaaggight cocataactg titgeazgac 60

tetgactgga telacaagly atggigac

<210> 45

<211>90

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gL1 B3

<220>

65

88

‘90

as

L4



10

15

20

25

30

35

40

45

<221>

<400> 45

aa_wcagtaata agtggegaaa tetictgget ggagagacga gaicgigagg gtgaqatcag 80
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taccacttce ggaaccycty aaccigtoty

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gL1 F1

<220>
<221>

<400> 46
ggatgattcg aagccgccac 20

<210> 47

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 544gL1 R1

<220>
<221>

<400> 47
gcacgccgta cgtttgattt ¢ 21

<210> 48
<211> 339
<212> ADN
<213> ratén

<220>

<223> secuencia de ADN de VL 5/44 monoclonal de ratén

<220>
<221>

<400> 48

gatgttatgg tgactcaasc tccactctee ctgectgica getitggaga {caaglitct 60
-afcteligea gotetagtea gagtctigea aacagitatg ggaacacctt titgtetlgg 120
tacclgeaca agectggeca giciccacag clectealct atgggattic caacagatit 180
totggggtac cagacaggtt caciggeagt goticagnga cagatitcac acicaagate 240
agcacaataa ageclgagga ciigggaaty tattactget tacaaggtac acatcageeg 300

tacacgttcg gaggdgggac caagctggaa ataaaacgt 339

<210> 49
<211> 363
<212> ADN
<213> ratén

<220>
<223> secuencia de ADN de VH 5/44 monoclonal de raton
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<220>

<221>

<400> 49

gaggtccaac igeageagte tgggactgta ctogcaagge ctggugctic cglgaagatg 60
tectgeargg ctictggeta caggittace aactactgga ticactgggt aaaacagagg 120

ectaggeagg gictagaatg gatiggiggt attaatecty gaaataatta tactacgtat 180
sagaggaact tgaagggcaa ggocacacty actgeagtca catecgecay cactgectac 240
atggaccica geagectgac aagigaggac totgeggtet attaclgtac aagagagyge 300
tatggtaact acggggectg gttigettac tggggeragy ggactetggt eacegtotce 360
tca 383

<210> 50

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia en el cebador oligonucleotidico

<400> 50

gccgecacce 9

<210> 51

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico 5’

<400> 51

gegegeaage tigecgecac catggactic ggattetcte teglgtfcct gacacteatt 60
cicaagggag tgcagtytoa ggtgcagetc glegagtcty [ , 101
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 que tiene la férmula, Pr (-X-S-S-W)
m en la que: Pr es un anticuerpo dirigido contra CD22; X es un engarce hidrolizable que comprende un producto de
cualquier grupo reactivo que pueda reaccionar con un anticuerpo; W es un radical de caligueamicina; m es la carga
promedio de un producto de conjugacion purificado, de tal manera que la caliqueamicina constituye un 4 - 10 % del
conjugado en peso; y (-X-S-S-W) m es un derivado de caliqueamicina,

en el que la molécula de anticuerpo comprende un dominio variable de la cadena pesada que comprende
(a). la SEC ID N°: 1 para CDR-H1,
(b). la secuencia GINPGNNYATYRRKFQG de gH7 en la Figura 6 o
laSECIDN° 20laSECIDN° 13 0la SEC ID N°:15 0 la SEC ID N°: 16 para CDR-H2, y
(c). la SEC ID N°: 3 para CDR-H3;
y un dominio variable de la cadena ligera que comprende
(d). la SEC ID N°: 4 para CDR-L1,
(e). la SEC ID N°: 5 para CDR-L2, y
(f). la SEC ID N°: 6 para CDR-L3.

2. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 1,
en el que el anticuerpo es un anticuerpo dirigido contra CD22 injertado con CDR.

3. El conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 2,
en el que el anticuerpo comprende un dominio variable que comprende regiones marco aceptoras humanas vy
donantes CDR no humanos.

4. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 3,
en el que las regiones marco aceptoras humanas del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo se basan
en las SEC ID N°: 21 y 22 y comprenden restos donantes en las posiciones 1, 28, 48, 72 y 97 de la SEC ID N°: 8.

5. El conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 4,
en el que el anticuerpo comprende ademas restos donantes no humanos en las posiciones 68 y 70 en la SEC ID
N°:8.

6. El conjugado del derivado monomeérico de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 3,
en el que el anticuerpo injertado con CDR comprende un dominio variable de la cadena ligera que comprende una
region marco aceptora humano basada en las SEC ID N°: 17 y 18 y que comprende ademas restos donantes en las
posiciones 2, 4, 42, 43, 50 y 65 de la SEC ID N°: 7.

7. El conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 6,
en el que el anticuerpo injertado con la CDR comprende ademas un resto donante no humano en la posicién 3 en la
SEC ID N°: 7.

8. El conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 2,
en el que el anticuerpo injertado con la CDR comprende una region variable de la cadena ligera 5/44-gL1 (SEC ID
N°: 19) y una region variable de la cadena pesada 5/44-gH7 (SEC ID N°: 27).

9. El conjugado monomeérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 2,
en el que el anticuerpo injertado con la CDR comprende una cadena ligera que tiene la secuencia que se muestra en
la SEC ID N°: 28 y una cadena pesada que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N°: 30.

10. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 2,
en el que el anticuerpo injertado con la CDR es una variante de anticuerpo obtenida mediante un protocolo de
maduracion por afinidad y tiene mayor afinidad por CD22 humano.

11. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion 2,
en el que el anticuerpo comprende una cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos resultantes de
la expresion de la SEC ID N°: 29 en una célula de mamifero y una cadena pesada que consiste en una secuencia de
aminoacidos resultante de la expresion de la SEC ID N°: 31 en una célula de mamifero.

12. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que el derivado de caliqueamicina es gamma caliqueamicina o un derivado de
N-acetil gamma caliqueamicina.
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13. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion
12, en el que el derivado de caliqueamicina esta funcionalizado con 3-mercapto-3-metil butanoil hidrazida.

14. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que el engarce hidrolizable es un engarce bifuncional que puede liberar el
derivado de caligueamicina procedente del conjugado tras la unién y la entrada en células diana.

15. El conjugado monomérico de derivado de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de la reivindicacion
14, en el que el engarce bifuncional es el acido 4-(4-acetilfenoxi) butanoico (AcBut).

16. Una composicion que comprende el conjugado de caliqueamicina / anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién tiene una fraccion conjugada baja (LCF) de menos del 10
%.

17. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina / anticuerpo dirigido contra CD22 de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 15 o la composicion de la reivindicacién 16 para su uso en el tratamiento de un trastorno
proliferativo.

18. El conjugado del derivado monomeérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que el trastorno proliferativo es una neoplasia de linfocitos B.

19. El conjugado del derivado monomeérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que la neoplasia de linfocitos B es leucemia.

20. El conjugado del derivado monomeérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que la leucemia expresa el antigeno superficial celular CD22.

21. El conjugado del derivado monomeérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que la leucemia es leucemia linfocitica aguda.

22. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que la neoplasia de linfocitos B es linfoma.

23. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que el linfoma expresa el antigeno superficial celular CD22.

24. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 22 o 23, en el que el linfoma es un linfoma no de Hodgkin.

25. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que el conjugado o la composicién se administra con uno o mas
agentes bioactivos.

26. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 25, en el que los agentes bioselectivos se seleccionan entre un grupo que
consiste en anticuerpos, factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, antihormonas, xantinas, interleuquinas,
interferones, y farmacos citotdxicos.

27. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que el agente bioactivo es un anticuerpo.

28. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 27, en el que el anticuerpo se dirige contra un antigeno superficial celular
expresado en neoplasias de linfocitos B.

29. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que el anticuerpo dirigido contra los antigenos superficiales celulares
expresados en neoplasias de linfocitos B se selecciona entre un grupo que consiste en anticuerpos dirigidos contra
CD19, CD20 y CD33.

30. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con la reivindicacion 29, en el que el anticuerpo dirigido contra CD20 es rituximab.

31. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que el agente citotdxico se selecciona entre el grupo que consiste en
doxorubicina, daunorubicina, idarubicina, aclarubicina, zorubicina, mitoxantrona, epirubicina, carubicina,
nogalamicina, menogaril, pitarubicina, valrubicina, citarabina, gemcitabina, trifluridina, ancitabina, enocitabina,
azacitidina, doxifluridina, pentostatina, broxuridina, capecitabina, cladribina, decitabina, floxuridina, fludarabina,
gougerotina, puromicina, tegafur, tiazofurina, adriamicina, cisplatino, carboplatino, ciclofosfamida, dacarbazina,
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vinblastina, vincristina, mitoxantrona, bleomicina, mecloretamina, prednisona, metotrexato de procarbazina,
fluorouracilos, etopésido, taxol, analogos de taxol, y mitomicina.

32. El conjugado del derivado monomeérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicion para
uso de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que el conjugado se administra junto con, antes de, o posteriormente
a la administracion de una o mas combinaciones de agentes citotoxicos como parte de un régimen de tratamiento,
en el que la combinacion de agentes citotdxicos se selecciona entre:

A. CHOPP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina); B. CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina, y prednisona);

C. COP (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona);
D. CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina, procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona);
E. m-BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorina);

F. ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina,
mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina);

G. ProMACE-CytaBOM (prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido. teucovorina,
citarabina, bleomicina, y vincristina);

H. MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, y leucovorina);
I. MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina);
J. ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina);

K. MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABV (adriamicina/doxorubicina,
bleomicina, y vinblastina);

L. MOPP  (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABVD
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina);

M. ChIVPP (clorambucilo, vinblastina, procarbazina, y prednisona);

N. IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, y etoposido);

O. MIME (metil-gag, ifosfamida, metotrexato, y etopdsido);

P. DHAP (dexametasona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino);

Q. ESHAP (etopodsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino);

R. CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, prednisona, y bleomicina); S. CAMP (lomustina,
mitoxantrona, citarabina, y prednisona);

T. CVP-1 (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona);
U. ESHOP (etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, vincristina y cisplatino);

V. EPOCH (etopésido, vincristina, y doxorubicina durante 96 horas con dosis de bolos de ciclofosfamida y
prednisona oral);

W. ICE (ifosfamida, ciclofosfamida, y etopdsido);
X. CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, prednisona, y bleomicina);

Y. CHOP-B (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y bleomicina); y z. P/DOCE (epirubicina o
doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida, y prednisona).

33. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que el conjugado se administra junto con un anticuerpo dirigido contra
un antigeno superficial celular expresado en neoplasias de linfocitos B, y que comprende opcionalmente una o mas
combinaciones de agentes citotoxicos como parte de un régimen de tratamiento, en el que la combinacion de
agentes citotdxicos se selecciona entre:

A. CHOPP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina); B. CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina, y prednisona);
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C. COP (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona);
D. CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina, procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona);
E. m-BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorina);

F. ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina,
mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina);

G. ProMACE-CytaBOM (prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina,
citarabina, bleomicina, y vincristina);

H. MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, y leucovorina);
I. MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina);
J. ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina);

K. MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABV (adriamicina/doxorubicina,
bleomicina, y vinblastina);

L. MOPP  (mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ABVD
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, y dacarbazina);

M. ChIVPP (clorambucilo, vinblastina, procarbazina, y prednisona);

N. IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, y etop6sido);

O. MIME (metil-gag, ifosfamida, metotrexato, y etopdsido);

P. DHAP (dexametasona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino);

Q. ESHAP (etopodsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, y cisplatino);

R. CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, prednisona, y bleomicina); S. CAMP (lomustina,
mitoxantrona, citarabina, y prednisona);

T. CVP-1 (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona);
U. ESHOP (etopdsido, metilprednisolona, citarabina a dosis elevada, vincristina y cisplatino);

V. EPOCH (etopésido, vincristina, y doxorubicina durante 96 horas con dosis de bolos de ciclofosfamida y
prednisona oral);

W. ICE (ifosfamida, ciclofosfamida, y etopdsido);
X. CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina, prednisona, y bleomicina);
Y. CHOP-B (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y bleomicina); y

Z, P/IDOCE (epirubicina o doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida, y prednisona).

34. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 33, en el que el conjugado se administra a una dosis eficaz de 0,1
mg/m?a 50 mg/m?.

35. El conjugado del derivado monomérico de caliqueamicina/anticuerpo dirigido contra CD22 o la composicién para
uso dg acuerdo con la reivindicacion 34, en el que el conjugado se administra a una dosis eficaz de 0,4 mg/m2 a 30
mg/m®.
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FIGURA 1: SECUENCIA DE CDRS DE ANTICUERPO MONOCLONAL 5/44

H1  NYWIH

(SECID Ne:1)

H2  GINPGNNYTTYKRNLKG (SEC ID N2:2)
H3  EGYGNYGAWFAY (SECID N9:3)
L1 RSSQSLANSYGNTFLS - (SEC ID N2:4)
L2 GISNRFS (SEC ID N2:5)
L3  LQGTHQPYT (SECID N@:6)
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FIGURA 3: SECUENCIA DE ADN/PROTEINA DE 5/44 V,,
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 FIGURA 4: ELIMINACION DEL SITIO DE GLICOSILACION Y LISINA REACTIVA.
ESTRATEGIA PCR PARA MUTAR CDR-H2 EN EL VECTOR CH

CDR-H1 CDR—HZ CDR—H3 ‘ﬁ—
Apal
X
CDR-H2
| s 60 A 65 o
cH GNNYTTYKRNLKG

N55Q H2” GNQYTTYKRNLKG
T57A H2® GNNYATYKRNLKG
T57V. . GNNYVTYKRNLKG
K60R GNNYTTYRRNLKG
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FIGURA 5: DISENO DEL INJERTO EN LA SECUENCIA 5/44 DE LA CADENA LIGERA

10 20 . : 40
Vi DVVVTOTPLSLEVSFGDOVSISC RSSQSLANSYGNTFLS WYLHKPGOSPOLLIY

I AN

pPk9  DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITC WYQQKPGKAPKLLIY

: ' | o
Ll - DVQVTQSPSSLSASVGDRVTITC RSSQSLANSYGNTFLS WYLHKPGKAPQLLIY
g2 - DVVVTQSPSSLSASVGDRVTITC RSSQSLANSYGNTFLS WYLHKPGKAPQLLIY

. 60 70 80 . 8D -
V.  GISNRFS GVPDRFTGSGSGTDFTLKISTIKPEDLGMYYC LQOGTHQPYT

l b T

DPKY CVPSRFEGEESCTDFTLTISSLOPEDFATYYC

gL1 GISNRFS GVPDRFSGEGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC LOGTHQPYT
gl? GISNRFS GVPDRFSGESGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC LOGTHQOPYT -

100 |
Vi FGEETEKLEIER

|

JK1 FGQGTEVEIER .

gl1 FGOEATEVEIER
gtz - FEOGTEVEIKR
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FIGURA 6: DISENO DEL INJERTO EN LA SECUENCIA 5/44 DE LA CADENA PESADA

10 20 30 40 50
Vie EVOLOQSETVLARPGASVEMSCKASGYRFT NYWIH WVEQRPGOGLEWIG GINP

L T | | | )
DF7 QVQLVQSGAEVEKPGASVKVSCKASGYTET WVRQAPCQGLEWMG
_ | o . :
gH1 EVQLVQSCGAEVKKPGASVKVSCKASGYRFT NYWIH WVRQAPGQGLEWIG GINP
gH4,567 EVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYRFT NYWIH WVRQAPGQGLEWIG GINP

. 60 70 BO 30 100

Wy = GNNYTTYERNLEG FKATLTAVISASTAYMDLSSLTSEDSAVYYCTRE EGYGNYGS
DF7 KFQG RVIMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR

gi  GNQYTTYKRNLKG RATLTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR EGYGNYG
gH4 - GNNYATYRRNLKG RATLTADTSTSIVYMELSSLRSEDTAVYYCTR EGYGNYG
gHi  GNNYATYRRNLKG RVIMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR EGYGNYG
gis  GNNYATYRRKFQG RATLTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR EGYGNYG
gl7 ~ GNNYATYRRXFQG RVTMTADTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCTR EGYGNYG

110
i WGQGTLVTVSS

Vi AWFAY "HIGQGTL“JTVSS

CgHI AWFAY WCOQGTLVTVSE
gh4,5,6,7 AWFAY WEQGTLVTVSS
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~ FIGURA 7: MAPA DEL VECTOR PMRR14
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FIGURA 8: MAPA DEL VECTOR PMRR10.1
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FIGURA 9: ENSAYO BIACORE DE 5/44 QUIMERICA Y MUTANTES

544 Kae® Kde* KDe"  ~KDmM
cLeH 29 1,4 393 04
5,81 1,9 3,27 03
NS5Q - . E
1A 78 051 066 007
K60R 495 1,01 2,04 02
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FIGURA 10: OLIGONUCLEOTIDOS PARA LOS CONJUNTOS DE GENES GH1 Y GL1 DE 5/44

Cadena pesada

544gHI T1
AGTGTGAGGTGCAATTGGTCCAGTCAGGAGCAG AGGTTMGAA(.—.CC‘T GGTGCTTCCGTC
AMGTTTCGTGTMGGCTAGCGGCTACAGGTTCPLC :

544gHI T2
GTGGCATTAATCCCGGGAATCAGTACACTACATATAAAAGAAATCTAAAGGGCAGAGCA
ACGCTGACCGCGGACACCTCCACAAGCACTGTCTACA

S44gH1 T3
AGAGAAGGCTACGGTAATTACGGAGCCTGGTT CGCCTACTGGGGCC&GGGTACCCTAGT
CAC AGTCTCCTCAGCTTC’I‘F&CA MFGFCCCAAGAM

544 gH1 Bl
GGACCAATTGCACCTCACACTGCACT: CC‘C'ITGAG&A.TGAGTC CCAGGAACJ\CGAGAGAG
AATCCGAAGTCCATGGTGGCGGCAAGCTTTTATTC

544 gH1 B2
GATTCCCGGGATTAATGCCACCGATCCATTCCAGGCCTTGTCCCGGAGCCTGECTGACCC
AATGAATCCAA TMTTTGTGﬁACC'FGTAGCCGCTAGC

544gH1 B3 ' -
CGTAATTACCGTAGCCTTCTCTAGTACAATAGTACACTGCGGTGTC CIE‘GGﬂ TCTC r\GAG '
ATGACAGCTCCATGTAGACAGTGCTIGTGGAGG .

544gH1 F1
GmrmmGCHﬁcchmcc

544gH1 R1
TTTCTTGGGCCCTTTGTAGAAG
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FIGURA 10 CONT.

Cadena ligera

544 gl1 T1
‘GCTTCCCGGGGT G&EGTI‘CMGTGACCCAGAGCCCA’I‘CCAGCCTGA{ECGC&TCTG FAGG
AGACCGGGTCACCATC &CTTGTAGATCC

544 611 T2 s .
TATCTGCACAAACCAGGTAAAGCCCCACAATTGCTCATCTACGGAATCTCTAACAGATTT
AGTGGTGTACCAGACAGG TTCAGCGGTTCC

ﬁf%gLi T3
AGATTTCGCCACTTATTACT! GTTTACA f-\GGTACACATCAGCCGTACACATI‘CGGTCAGGG
gy ACTAMGTAGM&TCAAAC{}TACGGC(‘TGC

544gL1 B1

GAACGTCACCCCGGGAAGCAGGAATCCAGAACAACAGAAGCACCMCAGCCTAAI,AGG o

CAAC’E‘TCATGG I GGCGGLTI‘CGAATCATCC

544gL1 B2 :
: C’I"I“I‘ACCTGG’I’ITGTGCAGATACCAAGACAAAAAGGTGTTCCCATAACT{}TTFGCAAGAC _
TCTGACTGGATCTACAAGTGATGGTGAC

544gL1 B3 :
AACAGTAATAAGTGGCGAAATCTICTGGCTGGAGAGACGAGATCGTGAGGGTGAAATCA
GTACCACTTCCGGAACCGC’I GAACCTGTCTG a

: S44gLi Fl
GGATGATTCGAAGCCGCCAC

© 544gL1 R}
. GCACGCCGTACGTTTGATTTC
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FIGURA 11: MAPAS DE PLASMIDOS DE LOS VECTORES INTERMEDIOS PCR2.1 (544GH1)

ColEl ori
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FIGURA 12: MAPAS DE PLASMIDOS DE LOS VECTORES INTERMEDIOS PCR2.1 (544GL1)

84



FIGURA 13: CASETES DE OLIGONUCLEOTIDOS USADAS PARA PREPARAR OTROS INJERTOS
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FIGURA 14: ENSAYO DE COMPETICION, UNION CON COMPETICION DEL ANTICUERPO 5/44 DE
RATON MARCADO FLUORESCENTE CON LAS VARIANTES INJERTADAS
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FIGURA 15: ENSAYO DE COMPETICION, UNION CON COMPETICION DEL ANTICUERPO 5/44 DE
RATON MARCADO FLUORESCENTE CON LAS VARIANTES INJERTADAS
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FIGURA 16: SECUENCIA DE ADN COMPLETA DE LAS CADENAS LIGERA Y PESADA INJERTADAS
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FIGURA 16 CONT. |
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FIGURA 17: ESTRUCTURA DE UN ANTICUPERPO NAC-GAMMA CALICAMICINA DMH
CONJUGADO
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FIGURA 18: EFECTO DE CMC-544 SOBRE EL CREDIMIENTO DEL LINFOMA DE LINFOCITOS B RAMOS
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FIGURA 19: EFECTO DE CMC-544 SOBRE LINFOMAS DE LINFOCITOS B GRANDES

5 -
Linfomna B RAMOS
4
CMA-67T6
Masa 3
tumoral (g)
Tratramiento: IP gqddxd
2
1 CMC-544
0 bt .r-'-"-'!*r-rh-_:;[j;r_'.'_'.ll

0 10 20 30 40 S0
Periodo de crecimiento del tumor (dias)

96



ES 2 545745 T3

FIGURA 20: EFECTO DE CMC-544 PREPARADO CON LOS PROCEDIMIENTOS DE CONJUGACION CMA
Y CMC SOBRE EL CREDIMIENTO DEL LINFOMA RL
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FIGURA 21: EL LINFOMA RL DE CELULAS GRANDES TRATADO CON RITUXIMAB
(RITUXAN™) ES SUSCEPTIBLE A CMC-534
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FIGURA 22: EFECTO DE RITUXIMAB (RITUXANT) SOBRE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA
DE CMC-544
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FIGURA 23: EFECTO DE CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN™), Y CMA-676 SOBRE LA
SUPERVIVENCIA DE RATONES SCID CON LINFOMA RAMOS B TEMPRANO
DISEMINADO
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FIGURA 24: EFECTO DE CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN™), Y CMA-676 SOBRE LA
SUPERVIVENCIA DE RATONES SCID CON LINFOMA RAMOS B TARDIO DISEMINADO
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FIGURA 25: EFECTO DE CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN™), Y CMA-676 SOBRE LA
SUPERVIVENCIA DE RATONES SCID CON LINFOMA RAMOS B TARDIO DISEMINADO
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FIGURA 26: EFECTO DE CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN™), Y CMA-G676 SOBRE LA
SUPERVIVENCIA DE RATONES SCID CON LINFOMA RAMOS B TARDIO DISEMINADO
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ricura 2 EFECTO DE CMC-544, RITUXIMAB (RITUXAN™), Y CMA-676 SOBRE LA
SUPERVIVENCIA DE RATONES SCID CON LINFOMA RAMOS B TARDIO DISEMINADO
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FIGURA 28: ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE CMC-544 CON Y SIN RITUXIMAB (RITUXAN™) SOBRE
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FIGURA 29: ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE CMC-544 Y CHOP SOBRE LINFONA NO DE
HODGKINS RL
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