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DESCRIPCION
Inmunoconjugados que comprenden anticuerpos anti-CD79b
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a inmunoconjugados que comprenden anticuerpos anti-CD79b y a métodos para
usar los mismos.

Antecedentes

El CD79 es el componente de sefializacion del receptor de linfocitos B que consiste en un heterodimero covalente
que contiene CD79a (Iga, mb-1) y CD79b (lgB, B29). El CD79a y el CD79b contienen cada uno un dominio de
inmunoglobulina (Ig) extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién intracelular, un dominio
de motivo de activacion basado en el inmunorreceptor de tirosina (ITAM). El CD79 se expresa en los linfocitos B y,
por ejemplo, en células de linfoma no hodgkiniano (NHL, por sus siglas en inglés) (Cabezudo et al., Haematologica,
84:413-418 (1999); D’'Arena et al., Am. J. Hematol., 64: 275-281 (2000); Olejniczak et al., Immunol. Invest., 35: 93-
114 (2006)). CD79a y CD79b y slg se requieren todos para la expresion en superficie del CD79 (Matsuuchi et al.,
Curr. Opin. Immunol., 13(3): 270-7)). La expresion en superficie promedio del CD79b en las NHL es similar a aquel
de los linfocitos B normales, pero con un intervalo mayor (Matsuuchi et al., Curr. Opin. Immunol., 13(3): 270-7
(2001)).

Hay una necesidad en la técnica de agentes que marquen como diana el CD79b para el diagndstico y el tratamiento
de afecciones asociadas a CD79b, tales como cancer. La invencidn suple esa necesidad y proporciona otros
beneficios.

Sumario

La invencion proporciona anticuerpos anti-CD97b e inmunoconjugados y métodos para usar los mismos. La materia
objeto que no esta abarcada por el alcance de las reivindicaciones no forma parte de la invencién actualmente
reivindicada.

Se proporciona un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que se une a CD79b fijado covalentemente a un
agente citotdxico, en el que el agente es una pirrolobenzodiazepina y en el que el anticuerpo que se une a CD79b
comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21, (ii) HYR-H2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 y (iii)) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 23, (iv) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18, 24, y 35, (v)
HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 24.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende: a) una secuencia VH que tiene al menos un 95% de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 11; o b) una secuencia VL que tiene al menos un 95%
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 12; o c) una secuencia VH como en (a) y
una secuencia VL como en (b). En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia VH que tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 9, 11 y 13. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una secuencia VH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. En algunas realizaciones,
el anticuerpo comprende una secuencia VL que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 8,
10, 12 y 14. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia VL que tiene la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 12. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo IgG1, IgG2a o 1gG2b.

En algunas realizaciones, se proporciona un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que se une a CD79b
fijado covalentemente a un agente citotdxico, en el que el anticuerpo comprende (a) una secuencia VH que tiene la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 11 y una secuencia VL que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 12y en el que el agente citotdxico es una pirrolobenzodiazepina.

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado tiene la formula AB-(L-D)p, en la que: (a) Ab es el anticuerpo; (b) L es
un conector; (c) D es el agente citotdxico; y (d) p varia de 1-8.

En algunas de dichas realizaciones, D es una pirrolobenzodiazepina de Férmula A:
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R16 RS 5

en la que las lineas de puntos indican la presencia opcional de un doble enlace entre C1y C2 0 C2y C3;

R? se selecciona independientemente de H, OH, =O, =CH,, CN, R, OR, =CH-R®, =C(R");, O-SO,-R, CO;R y
COR y opcionalmente ademas seleccionado de halo o dihalo, en el que R® se selecciona independientemente de
R, COzR, COR, CHO, CO2H y halo;

R® y R se seleccionan independientemente de H, R, OH, OR, SH, SR, NH,, NHR, NRR’, NO2, Me3Sn y halo;

R’ se selecciona independientemente de H, R, OH, OR, SH, SR, NH,, NHR, NRR’, NO, Me3Sn y halo;

Q se selecciona independientemente de O, S y NH;

R* esbienHoR 0, donde Q es O, SO3M, donde M es un catién metalico;

cada uno de R y R’ se seleccionan independientemente de alquilo Ci.s opcionalmente sustituido, grupos
heterociclilo Cs. y arilo Cs.59 y opcionalmente en relacion al grupo NRR', R y R' junto con el &tomo de nitrégeno al
gue estan unidos forman un anillo heterociclico de 4, 5, 6 0 7 miembros opcionalmente sustituido;

R, R™ Ry R son como se definen para R?, R®, R® y R’ respectivamente;

R" es un grupo alquileno Cs.12, cuya cadena puede estar interrumpida por uno o mas heteroatomos y/o anillos
aromaticos que estan opcionalmente sustituidos; y

Xy X' se seleccionan independientemente de O, Sy N(H).

En algunas realizaciones, D tiene la estructura:

enlaquenes0o 1.

En algunas realizaciones, D tiene una estructura seleccionada de:
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en la que R¥ y R™ se seleccionan cada una independientemente de H o R® en la que R® se selecciona
independientemente de R, CO;R COR, CHO, CO;H y halo;

en la que Art y Ar® estan independientemente cada uno opcionalmente sustituidos arilo Cs.20; y enlaque nes 0 o
1.

En algunas realizaciones, D es una pirrolobenzodiazepina de Férmula B:

Nav'h
\  OH
o\/{/\/l/\/o N
H
n
OMe OMe : 'W/N AR
O

en la que la linea ondulada horizontal indica el sitio de unién covalente al conector;

R"'y RYZ se seleccionan independientemente de H, metilo, etilo, fenilo, fenilo fluoro-sustituido y heterociclilo Cs.e;

y
nes0o1l.

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado comprende un conector que es escindible por una proteasa. En
algunas de dichas realizaciones, el conector comprende un dipéptido val-cit. El conector puede comprender un
dipéptido Phe-homolLys. En algunas realizaciones, el inmunoconjugado tiene la formula:
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o) NH2
o)
0 E
o /\
O~
o”

En algunas realizaciones, p varia de 1-3.
En algunas realizaciones, se proporciona un inmunoconjugado, en el que el inmunoconjugado tiene la férmula:

OYNHZ

NH

H
N\)k y
Ab-s /\/\/\[r é

en la que Ab es un anticuerpo que comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, (iii) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23, (iv) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 24, (v) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 y (vi) HVR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26; y en la que p varia de 1 a 3. En algunas realizaciones, el anticuerpo
comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 11 y una secuencia VL de SEQ ID NO: 12. En algunas realizaciones,
el anticuerpo comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 39 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 37.

En cualquiera de las realizaciones analizadas en el presente documento, el anticuerpo puede ser un anticuerpo
monoclonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo puede ser un anticuerpo humano, humanizado o quimérico. En
algunas realizaciones, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo que se une a CD79b. En algunas realizaciones,
el anticuerpo se une a CD79b. En algunas de dichas realizaciones, el CD79b humano tiene la secuencia de SEQ ID
NO: 40 o la SEQ ID NO: 41.

En algunas realizaciones, se proporcionan formulaciones farmacéuticas, en las que la formulacién comprende un
inmunoconjugado descrito en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, la formulacién farmacéutica comprende un agente terapéutico adicional.

En algunas realizaciones, se proporcionan los inmunoconjugados de acuerdo con las reivindicaciones son para su
uso en métodos para tratar a un individuo con un cancer. En algunas realizaciones, el método puede comprender
administrar al individuo una cantidad eficaz del inmunoconjugado descrito en el presente documento. En algunas
realizaciones, el cancer positivo a CD79b se selecciona de linfoma, linfoma no hodkiniano (NHL), NHL agresivo, NHL
agresivo reincidido, NHL reincidido indolente, NHL refractario, NHL refractario indolente, leucemia linfocitica crénica
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(CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia de células pilosas (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL),
linfoma de Burkitt y linfoma de células del manto. En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas
administrar un agente terapéutico adicional al individuo. En algunas de dichas realizaciones, el agente terapéutico
adicional comprende un anticuerpo que se une a CD22. En algunas realizaciones, el agente terapéutico adicional es
un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que une CD22 covalentemente unido a un agente citotoxico.

En algunas realizaciones, se proporcionan los inmunoconjugados de acuerdo con las realizaciones son para su uso
en un método para inhibir la proliferacién de una célula CD79b positiva. En algunas de dichas realizaciones, el
método comprende exponer la célula al inmunoconjugado descrito en el presente documento en condiciones que
permitan la unién del inmunoconjugado a CD79b sobre la superficie de la célula, inhibiendo de esta manera la
proliferacion sobre la célula. En algunas realizaciones, la célula es una célula B neoplasica. En algunas
realizaciones, la célula es una célula de linfoma.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A-1B muestran la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada del
anticuerpo Ma79b anti-CD79b murino alineada con el injerto MA79b humanizado y las versiones humanizadas
17, 18, 28 y 32 (injerto huMA79b, huMA79bv17, huMA79bv18, huMA79bv28 y huMA79bv32, respectivamente) y
alineada a la secuencia del subgrupo Il humano. Las HVR estan en cajas (HVR-H1, HVR-H2, HVR-H3). Las
secuencias que dejan entre corchetes las HVR son las secuencias marco (FR-H1 a FR-H4). Las secuencias se
numeran de acuerdo con la numeracion de Kabat. Las CDR de Kabat, Chothia y de contacto se indican sobre las
HVR en cajas.

Las Figuras 2A-2B muestran la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera del anticuerpo
Ma79b anti-CD79b murino alineada con el injerto MA79b humanizado y las versiones humanizadas 17, 18, 28 y
32 (injerto huMA79b, huMA79bv17, huMA79bv18, huMA79bv28 y huMA79bv32, respectivamente) y alineada a la
secuencia kappa | del subgrupo humano. Las HVR estan en cajas. Las secuencias FR-L1, FR-L2, FR-L3 y FR-L4
dejan entre corchetes las HVR (HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3). Las secuencias se numeran de acuerdo con la
numeracion de Kabat. Las CDR de Kabat, Chothia y de contacto se indican sobre las HVR en cajas.

La Figura 3 muestra las secuencias de aminoacidos de longitud completa (regiones variables y constantes) de
las cadenas ligera y pesada del anticuerpo huMA79bv28 anti-CD79b humanizado, isotipo IgG1. Las porciones
subrayadas son los dominios constantes.

La Figura 4 muestra las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos disefiados con cisteina anti-CD79b en
los que la cadena ligera o la cadena pesada o la regién Fc se alteran para reemplazar un aminoacido con una
cisteina en posiciones de aminoacidos seleccionadas. Los anticuerpos disefiados con cisteina mostrados
incluyen la cadena pesada Thio-huMA79bv28-HC-A118C, en la que la alanina en la posicién EU 118 (posicion
secuencial alanina 118) se altera a una cisteina; cadena ligera Thio-huMA79b.v28-LC-V205C en la que una
valina en la posicién Kabat 205 (posicion secuencial valina 209) se altera a una cisteina; y cadena pesada Thio-
huMA79b.v28-HC-S400C en la que una serina en la posicién EU 400 (posicién secuencial serina 400) se altera a
una cisteina. En cada figura, el aminoacido alterado se muestra en texto en negrita con doble subrayado. El
subrayado sencillo indica regiones constantes. Las regiones variables no estan subrayadas.

La Figura 5 muestra el conector y la estructura de farmaco de huMA79bv28-PBD, que se describe en el Ejemplo
A.

La Figura 6 muestra la efectividad de diversos conjugados anticuerpo-farmaco en un modelo de xenoinjerto de
raton WSU-DLCL2, como se describe en el Ejemplo B.

La Figura 7 muestra la efectividad de diversos conjugados anticuerpo-farmaco en un modelo de xenoinjerto de
raton Granta-519, como se describe en el Ejemplo C.

La Figura 8 muestra la efectividad de diversos conjugados anticuerpo-farmaco en un modelo de xenoinjerto de
raton SuDHL4-luc, como se describe en el Ejemplo D.

La Figura 9 muestra la inhibicion dependiente de dosis del crecimiento tumoral por huMA79bv28-PBD en un
modelo de xenoinjerto de ratdbn SuDHL4-luc, como se describe en el Ejemplo E.

La Figura 10 muestra la inhibicién dependiente de dosis del crecimiento tumoral por huMA79bv28-PBD en un
modelo de xenoinjerto de raton BJAB-luc, como se describe en el Ejemplo F.

La Figura 11 muestra la inhibicion del crecimiento tumoral por huMA79bv28-MMAE en un modelo de xenoinjerto
de ratén BJAB-luc, como se describe en el Ejemplo G.

Descripcion detallada
|. DEFINICIONES

Un "marco aceptor humano" para los fines del presente documento es un marco que comprende la secuencia de
aminoacidos de un marco de dominio variable de cadena ligera (VL) o un marco de dominio variable de cadena
pesada (VH) derivado de un marco de inmunoglobulina humana o un marco consenso humano, como se define a
continuacion. Un marco humano aceptor "derivado de" un marco de inmunoglobulina humana o un marco consenso
humano puede comprender la misma secuencia de aminoacidos del mismo, o puede contener cambios en la
secuencia de aminoacidos. En algunas realizaciones, el nimero de cambios de aminoacidos son 10 0 menos, 9 o
menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos 0 2 0 menos. En algunas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2643 225713

realizaciones, el marco humano aceptor VL es idéntico en secuencia a la secuencia marco de inmunoglobulina
humana VL o la secuencia marco consenso humana.

"Afinidad" se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un sitio de unién Gnico de una
molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafiero de union (por ejemplo, un antigeno). A menos que se indique
lo contrario, como se usa en el presente documento, "afinidad de unién" se refiere a afinidad de union intrinseca que
refleja una interaccién 1:1 entre los miembros de un par de unién (por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La afinidad
de una molécula X por su compafiero Y puede representarse generalmente por la constante de disociacion (Kd). La
afinidad puede medirse por métodos comunes conocidos en la técnica, incluyendo aquellos descritos anteriormente.
Las realizaciones ilustrativas y a modo de ejemplo especificas para medir la afinidad de unién se describen a
continuacion.

Un anticuerpo con "afinidad madurada” se refiere a un anticuerpo con una o mas alteraciones en una o mas regiones
hipervariables (HVR), en comparacién con un anticuerpo parental que no posee tales alteraciones, dando como
resultado tales alteraciones en una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

Las frases "anticuerpo anti-CD79b" y "un anticuerpo que se une a CD70b" se refieren a un anticuerpo que es capaz
de unirse a CD79b con suficiente afinidad tal que el anticuerpo sea util como un agente de diagnéstico y/o
terapéutico al marcar como diana CD79b. En una realizacién, el grado de unién de un anticuerpo anti-CD79b a una
proteina distinta de CD79b no relacionada es menos de aproximadamente el 10 % de la unién del anticuerpo a
CD79b como se mide, por ejemplo, por un radioinmunoensayo (RIA). En determinadas realizaciones, un anticuerpo
gue se une a CD79b tiene una constante de disociacién (Kd) de <1 uM, < 100nM, < 10 nM, £5nM, £4 nM, < 3 nM,
<2nM, £1nM, £0,1nM, £0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo, 10° M o menos, por ejemplo de 10° M a 10™* M,
por ejemplo, de 10°Ma10™ M). En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-CD79b se une a un epitopo de
CD79b que esta conservado entre el CD79b de diferentes especies.

El término "anticuerpo” se usa en el presente documento en el sentido mas amplio y abarca diversas estructuras de
anticuerpo, incluyendo pero no limitado a anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo de tal manera que exhiban la
actividad antigeno-anticuerpo deseada.

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una porcién
de un anticuerpo intacto y que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen pero no se limitan a Fv, Fab, Fab’, Fab’-SH, F(ab’),; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas
de anticuerpo de cadena Unica (por ejemplo scFv); y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos
de anticuerpo.

Un "anticuerpo que se une al mismo epitopo" como un anticuerpo de referencia se refiere a un anticuerpo que
bloquea la unién del anticuerpo de referencia a su antigeno en un ensayo de competicion en un 50 % o mas e
inversamente, el anticuerpo de referencia blogquea la unién del anticuerpo a su antigeno en un ensayo de
competicién en un 50 % o mas. En el presente documento se proporciona un ensayo de competicion a modo de
ejemplo.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren a o describen la afeccion fisioldgica en mamiferos que se caracteriza
normalmente por el crecimiento/la proliferacion celular no regulada. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no se
limitan a, melanoma, carcinoma, linfoma (por ejemplo, linfoma de Hodgkin y linfoma no hodgkiniano), blastoma,
sarcoma y leucemia. Los ejemplos mas particulares de cancer incluyen canceres asociados a linfocitos B,
incluyendo, por ejemplo, linfomas de grado alto, intermedio y bajo (incluyendo linfomas de linfocitos B tales como,
por ejemplo, linfoma de linfocitos B de tejido linfoide asociado a la mucosa y linfoma no hodgkiniano (NHL), linfoma
de células del manto, linfoma de Burkitt, linfoma linfocitico pequefio, linfoma de zona marginal, linfoma de células
grandes difusas, linfoma folicular y linfoma de Hodgkin y linfomas de células T) y leucemias (incluyendo leucemia
secundaria, leucemia linfocitica cronica (CLL), tales como leucemia de linfocitos B (linfocitos B CD5+), leucemia
mieloide, tales como leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crénica, leucemia linfoide, tales como leucemia
linfoblastica aguda (ALL) y mielodisplasia) y otros canceres hematoldgicos y/o asociados a linfocitos B o a linfocitos
T. También se incluyen canceres de células hematopoyéticas adicionales, incluyendo leucocitos polimorfonucleares,
tales como basofilos, eosindfilos, neutréfilos y monocitos, células dendriticas, plaquetas, eritrocitos y linfocitos
citoliticos naturales. También se incluyen trastornos proliferativos de linfocitos B cancerosos seleccionados de los
siguientes: linfoma, linfoma no hodgkiniano (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo reincidido, NHL reincidido indolente,
NHL refractario, NHL refractario indolente, leucemia linfocitica cronica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia,
leucemia de células pilosas (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL) y linfoma de células del manto. Los origenes de
canceres de linfocitos B incluyen como sigue: el linfoma de linfocitos B de zona marginal se origina en los linfocitos B
de memoria en la zona marginal, el linfoma folicular y el linfoma de linfocitos B grandes difusos se origina en los
centrocitos en la zona de la luz de los centros germinales, la leucemia linfocitica cronica y la leucemia linfocitica
pequefia se originan en los linfocitos B1 (CD5+), el linfoma de las células del manto se origina en los linfocitos B
inmaduros en la zona del manto y el linfoma de Burkitt se origina en los centroblastos en la zona oscura de los
centros germinales. Los tejidos que incluyen células hematopoyéticas denominados en el presente documento
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"tejidos de células hematopoyéticas" incluyen el timo y la médula 6sea y los tejidos linfoides periféricos, tales como
el bazo, los nodos linfaticos, los tejidos linfoides asociados a la mucosa, tales como los tejidos linfoides asociados al
intestino, las amigdalas, los parches de Peyer y el apéndice y los tejidos linfoides asociados a otras mucosas, por
ejemplo, los revestimientos bronquiales. Los ejemplos particulares adicionales de tales canceres incluyen cancer de
células escamosas, cancer de pulmon de células microciticas, Cancer de pulmén de células no microciticas,
adenocarcinoma del pulmén, carcinoma escamoso del pulmon, cancer de peritoneo, cancer hepatocelular, cancer
gastrointestinal, cancer de pancreas, glioma, cancer de cuello de Utero, cancer de ovario, cancer de higado, cancer
de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma de endometrio o uterino,
carcinoma de las glandulas salivales, cancer de rifion, cancer de higado, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer
de tiroides, carcinoma hepético, leucemia y otros trastornos linfoproliferativos y diversos tipos de cancer de cabeza y
cuello.

Una "malignidad de linfocitos b" en el presente documento incluye linfoma no hodgkiniano (NHL), incluyendo NHL de
bajo gradof/folicular, NHL linfocitico pequefio (SL), NHL de grado intermedio/folicular, NHL difuso de grado
intermedio, NHL inmunoblastico de alto grado, NHL linfoblastico de alto grado, NHL de células no escindidas
pequefias de alto grado, NHL de enfermedad voluminosa, linfoma de células del manto, linfoma relacionado con
SIDA y Macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma no hodgkiniano (NHL), enfermedad de Hodgkin predominante
de linfocitos (LPHD), linfoma linfocitico pequefio (SLL), leucemia linfocitica créonica (CLL), NHL indolente incluyendo
NHL indolente reincidido y NHL indolente refractario por rituximab; leucemia, incluyendo leucemia linfoblastica aguda
(ALL), leucemia linfocitica cronica (CLL), leucemia de células pilosas, leucemia mieloblastica cronica; linfoma de
Burkitt; linfoma de células del manto; y otras malignidades hematoldgicas. Tales malignidades pueden tratarse con
anticuerpos dirigidos contra marcadores de la superficie de los linfocitos B, tales como CD79b. Tales enfermedades
se contemplan en el presente documento a tratarse mediante la administracién de un anticuerpo dirigido contra un
marcador de la superficie de los linfocitos B, tal como CD79b e incluye la administracion de un anticuerpo sin
conjugar ("desnudo") o un anticuerpo conjugado a un agente citotéxico como se desvela en el presente documento.
Tales enfermedades también se contemplan en el presente documento a tratarse por terapia de combinacién que
incluye un anticuerpo anti-CD79b o un conjugado de farmaco y anticuerpo anti-CD79b de la invencion en
combinacién con otro anticuerpo o conjugado farmaco anticuerpo, otro agente citotéxico, radiacién u otro tratamiento
administrado simultdneamente o en serie. En un método de tratamiento a modo de ejemplo, se administra un
inmunoconjugado anti-CD79b en combinacién con un anticuerpo anti-CD22, una inmunoglobulina o un fragmento de
unién a CD22 de la misma, bien juntos o secuencialmente. El anticuerpo anti-CD22 puede ser un anticuerpo
desnudo o un conjugado de farmaco anticuerpo. En otro método de tratamiento a modo de ejemplo, se administra un
inmunoconjugado anti-CD79b en combinacién con un anticuerpo anti-CD20, una inmunoglobulina o un fragmento de
unién a CD20 de la misma, bien juntos o secuencialmente. El anticuerpo anti-CD20 puede ser un anticuerpo
desnudo o un conjugado de farmaco anticuerpo. En algunas realizaciones de la terapia de combinacién, el
inmunoconjugado anti-CD79b se administra con Rituxan® (rituximab).

La frase "linfoma no hodgkiniano" o "NHL", como se usa en el presente documento, se refiere a un cancer del
sistema linfatico distinto de los linfomas de Hodgkin. Los linfomas de Hodgkin pueden distinguirse generalmente de
los linfomas no hodgkinianos por la presencia de células de Reed-Sternberg en los linfomas de Hodgkin y la
ausencia de dichas células en los linfomas no hodgkinianos. Los ejemplos de los linfomas no hodgkinianos
abarcados por el término como se usa en el presente documento incluyen cualquiera que se identificaria como tal
por un experto en la materia (por ejemplo, un oncélogo o un patélogo) de acuerdo con los esquemas de clasificacion
conocidos en la técnica, tales como el esquema Revised European-American Lymphoma (REAL) como se describe
en Color Atlas of Clinical Hematology (3a edicion), A. Victor Hofforand y John E. Pettit (eds.) (Harcourt Publishers
Ltd., 2000). Véase, en particular, las listas en las Figuras 11,57, 11,58 y 11,59. Los ejemplos mas especificos
incluyen, pero no se limitan a, NHL reincidido o refractario, NHL de linea frontal o bajo grado, NHL de fase IlI/IV, NHL
resistente a quimioterapia, leucemia linfoblastica de precursores B y/o linfoma, linfoma linfocitico pequefio, leucemia
linfocitica crénica de linfocitos b y/o leucemia prolinfocitica y/o linfoma linfocitico pequefio, linfoma prolinfocitico de
linfocitos b, inmunocitoma y/o linfoma linfoplasmacitico, linfoma linfoplasmacitico, linfoma de linfocitos b de la zona
marginal, linfoma esplénico de la zona marginal, linfoma de la zona marginal extranodal - MALT, linfoma de la zona
marginal nodal, leucemia de células pilosas, plasmacitoma y/o mieloma de células plasmaticas, linfoma de grado
bajo/folicular, NHL de grado intermedio/folicular, linfoma de células del manto, linfoma del centro del foliculo
(folicular), NHL difuso de grado intermedio, linfoma de linfocitos b grandes difusos, NHL agresivo (incluyendo NHL de
linea frontal agresivo y NHL reincidido agresivo), NHL reincidido después de o refractario a trasplante de células
madre autologas, linfoma de linfocitos b grandes mediastinal primario, linfoma de efusion primario, NHL
inmunoblastico de alto grado, NHL linfoblastico de alto grado, NHL de células no escindidas pequefas de alto grado,
NHL de enfermedad voluminosa, linfoma de Burkitt, leucemia de precursor linfocitico granular grande (periférico),
micosis fungoide y/o sindrome de Sezary, linfomas de piel (cutaneos), linfoma anaplasico de células grandes,
linfoma angiocéntrico.

El término anticuerpo "quimérico” se refiere a un anticuerpo en el que una porcién de la cadena pesada y/o ligera
deriva de una fuente o especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera deriva de una fuente
0 especie diferente.

La "clase" de anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o regién constante poseidos por su cadena pesada.
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Hay cinco clases mayores de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM y varios de estos pueden dividirse adicionalmente
en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 19Gs, 1gGa, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de la cadena
pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan a, d €, y y U, respectivamente.

La frase "agente citotoxico" como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que inhibe o previene
una funcién celular y/o que causa la muerte o la destruccién celular. Los ai;entes citotoxicos incluyen, pero no se
limitan a, is6topos radiactivos (por ejemplo, At?™, 1'% 112° v Re!® Re™® sm™® Bi#?, P¥ Pb?*? e isotopos
radioactivos de Lu); agentes o farmacos quimioterapéuticos (por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de
vinca (vincristina, vinblastina, etopodsido), doxorrubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorubicina u otros
agentes intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y fragmentos de los mismos tales como
enzimas nucleoliticas; antibiéticos; toxinas tales como toxinas de moléculas pequefias o toxinas enzimaticamente
activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de los mismos; y los
diversos agentes antitumorales o anticancerigenos desvelados a continuacion.

Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Util en el tratamiento del cancer. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclosfosfamida (CYTOXAN®); sulfonatos de
alquilo tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carboquona, meturedopa y
uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida,
trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; atetogeninas (especialmente bullatacina y bullatacinona); delta-9-
tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol; colchicinas; acido betulinico; una
camtotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®),
acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo sus
andlogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipésido; criptoficinas
(particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-
2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas de nitrégeno tales como
clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de Oxido de
mecloretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas
tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; antibiéticos tales como los
antibiéticos de enediina (por ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina gamma 1| y calicheamicina
omega I1 (véase, por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo dinemicina
A; una esperamicina; asi como croméforo de neocarcinostatina y cromdéforos de antibidticos de enediina
relacionados con cromoproteina), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina,
carabicina, carminomicina, carcinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorubicina, 6-diazo-5-0xo-L-
norleucina, doxorubicina (incluyendo morfolino-doxorubicina, cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina y
desoxidoxorubicina), epirrubicina, esorubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C,
acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como
metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol,
mepitiostana, testolactona; anti-adrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reabastecedor del acido
félico tal como acido frolinico; aceglatona; glucésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; una
epotilona; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan; lonidainina; maitansinoides tales como maitansina y
ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina;
losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo de polisacaridos PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR);
razoxana, rizoxina; sizofiran; espirogermanio; acido tenuazénico; triaziquona; 2,2’,2"-triclorotrietilamina; tricotecenos
(especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; Vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®);
dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabindsido ("Ara-C"); tiotepa;
taxoides, por ejemplo, paclitaxel (TAXOL®; Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.), ABRAXANE™ libre de
Cremofor, formulacion de nanoparticulas de paclitaxel disefiadas con albimina (American Pharmaceutical Partners,
Schaumberg, lllinois) y docetaxel (TAXOTERE®; Rhoéne-Poulenc Rorer, Antony, France); clorambucilo; gemcitabina
(GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino tales como cisplatino(%/ carboplatino;
vinblastina (VELBAN®); platino; etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina (ONCOVIN™); oxaliplatino;
leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE®); novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor
de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como &cido retinoico; capecitabina
(XELODA®); sales farmacéuticamente aceptables, acidos o derivados de cualquiera de los anteriores; asi como
combinaciones de dos o mas de los anteriores tales como CHOP, una abreviatura de una terapia combinada de
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisolona; CVP, una abreviatura de una terapia combinada de
ciclofosfamida, vincristina y prednisolona; y FOLFOX, una abreviatura para un régimen de tratamiento con oxiplatino
(ELOXATIN™) combinado con 5-FU y leucovorina.

"Funciones efectoras" se refieren a aquellas actividades bioldgicas atribuibles a la region Fc de un anticuerpo, que
varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a Clg y
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); unién al receptor Fc; citotoxicidad mediada por células
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dependiente de anticuerpo (ADCC); fagocitosis; regulacion negativa de receptores de la superficie celular (por
ejemplo receptor de linfocitos b); y activacién de linfocitos b.

Una "cantidad eficaz" de un agente, por ejemplo, una formulacién farmacéutica, se refiere a una cantidad eficaz, a
dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o profilactico deseado.

El término "epitopo” se refiere al sitio particular en una molécula de antigeno al que se une un anticuerpo.

La frase "region Fc" en el presente documento se usa para definir una regiéon C-terminal de una cadena pesada de
inmunoglobulina que contiene al menos una porciéon de la regidn constante. La frase incluye regiones Fc de
secuencia nativa y regiones Fc variantes. En una realizacién, una regién Fc de cadena pesada de IgG humana se
extiende desde Cys226, o desde Pro230, al carboxilo terminal de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina C-
terminal (Lys447) de la region Fc puede o puede no estar presente. Salvo que se especifique de otra manera en el
presente documento, la numeracion de los restos de aminoacidos en la regiéon Fc o la region constante es de
acuerdo al sistema de numeracién EU, también denominado el indice EU, como se describe en Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, 1991.

"Marco" o "FR" se refiere a restos de dominio variable distintos de restos de la regién hipervariable (HVR). El FR de
un dominio variable consiste generalmente en cuatro dominios FR: FR1, FR2, FR3 y FR4. En consecuencia, las
secuencias HVR y FR aparecen generalmente en la siguiente secuencia en VH (o VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-
FR3-H3(L3)-FRA4.

Las frases "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" y "anticuerpo entero" se usan en el presente
documento intercambiablemente para referirse a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente similar a
una estructura de anticuerpo nativo o que tiene cadenas pesadas que contienen una region Fc como se define en el
presente documento.

La frase "formas glucosiladas de CD79b" se refiere a formas de origen natural de CD79b que se modifican post-
traduccionalmente por la adicién de restos de carbohidratos.

Las frases "célula hospedadora”, "linea de células hospedadoras" y "cultivo de células hospedadoras se usan
intercambiablemente y se refieren a células en las que se han introducido acidos nucleicos exégenos, incluyendo la
progenie de tales células. Las células hospedadoras incluyen "células transformantes" y "transformadas", que
incluyen la célula transformada primaria y la progenie derivada de la misma sin tener en cuenta el nimero de
pasajes. La progenie puede no ser completamente idéntica a una célula parental en el contenido de acido nucleico,
sino que puede contener mutaciones. La progenie mutante que tiene la misma funcién o actividad biol6gica que la
buscada o seleccionada en la célula originalmente transformada se incluye en el presente documento.

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde a aquella de un
anticuerpo producido por un humano o una célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza
repertorios de anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta definicion de un
anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende restos de union a antigenos
no humanos.

Un "marco consenso humano" es un marco que representa los restos de aminoacidos de aparicion mas comun en
una seleccién de secuencias marco VL o VH de inmunoglobulina humana. Por lo general, la seleccion de las
secuencias VL o VH de inmunoglobulina humana es a partir de un subgrupo de secuencias de dominio variable. Por
lo general, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicién, Publicacién NIH 91-3242, Bethesda MD (1991), vol. 1-3. En una realizacion, para la VL, el
subgrupo es el subgrupo kappa | como en Kabat et al., supra. En una realizacion, para la VH, el subgrupo es el
subgrupo Ill como en Kabat et al., supra.

Un anticuerpo "humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende restos de aminoacidos de HVR no
humanos y restos de aminoacidos de FR humanos. En determinadas realizaciones, un anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todos de al menos uno y normalmente dos, dominios variables, en los que todas o
sustancialmente todas de las HVR (por ejemplo, CDR) corresponden a aquellas de un anticuerpo no humano y todos
o sustancialmente todos de los FR corresponden a aquellos de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado
puede comprender opcionalmente al menos una porcion de una regién constante de anticuerpo derivada de un
anticuerpo humano. Una "forma humanizada" de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se refiere a
un anticuerpo que se ha sometido a humanizacion.

La frase "region hipervariable" o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles
estructuralmente definidos ("bucles hipervariables"). Por lo general, los anticuerpos de cuatro cadenas nativas
comprenden seis HVR; tres en la VH (H1, H2, H3) y tres en la VL (L1, L2, L3). Los HVR comprenden generalmente
restos de aminoacidos de los bucles hipervariables y/o de las "regiones determinantes de complementariedad"
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(CDR), siendo las ultimas de la mayor variabilidad de secuencia y/o implicadas en el reconocimiento de antigenos.
Los bucles hipervariables a modo de ejemplo se dan en los restos de aminoacidos 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96
(L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3). (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987).) Las CDR a modo de
ejemplo (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) se dan en los restos de aminoacidos 24-34 de
L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3, 31-35B de H1, 50-65 de H2 y 95-102 de H3. (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5a Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991).) Con la
excepcion de CDR1 en VH, las CDR generalmente comprenden los restos de aminoacidos que forman los bucles
hipervariables. Las CDR también comprenden "restos determinantes de especificidad" o "SDR", que son restos que
contactan el antigeno. Los SDR estan contenidos dentro de regiones de las CDR denominadas CDR abreviadas o a-
CDR. Las a-CDR (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a-CDR-H2 y a-CDR-H3) se dan en los restos de
aminoacidos 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B de H1, 50-58 de H2 y 95-102 de H3. (Véase Almagro y
Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008).) A menos que se indique lo contrario, los restos de HVR y otros restos
en el dominio variable (por ejemplo, restos de FR= se numeran en el presente documento de acuerdo con Kabat et
al., supra.

Un "inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado a una o0 mas molécula o moléculas heterélogas, incluyendo pero
no limitado a un agente citotoxico.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domesticados (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, humanos y primates no humanos tales
como monos), conejos Yy roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En ciertas realizaciones, el individuo o sujeto es un
humano.

Un "anticuerpo aislado" es uno que se ha separado de un componente de su ambiente natural. En algunas
realizaciones, un anticuerpo se purifica a mas del 95 % o el 99 % de pureza como se determina, por ejemplo, por
electroforesis (por ejemplo, SDS-PAGE, isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar) o cromatografia (por ejemplo,
de intercambio i6nico o HPLC de fase inversa). Para una revision de los métodos de evaluaciéon de la pureza de
anticuerpos, véase, por ejemplo, Flatman et al., J. Chromatogr. B 848:79-87 (2007).

Un "acido nucleico aislado" se refiere a una molécula de acido nucleico que se ha separado de un componente de su
ambiente natural. Un acido nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en las células que de
forma ordinaria contienen la molécula de acido nucleico, pero la molécula de &cido nucleico esta presente
extracromosomicamente o en una localizacién cromosémica que es diferente de su localizacion cromosémica
natural.

"Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo anti-CD79b" se refiere a una 0 mas moléculas de &cidos nucleicos
gue codifican cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos (o fragmentos de los mismos), incluyendo tales molécula o
moléculas de acidos nucleicos en un vector Unico o en vectores separados y tales molécula o moléculas de acidos
nucleicos presentes en una o mas localizaciones en una célula hospedadora.

El término "CD79b", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier CD79b nativo de cualquier fuente
de vertebrados, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo humanos, el mono cinomolgus (cyno) y
roedores (por ejemplo, ratones y ratas), salvo que se indique de otra manera. El término abarca CD79b "de longitud
completa” sin procesar asi como cualquier forma de CD79b que resulta del procesamiento en la célula. El término
también abarca variantes de origen natural de CD79b, por ejemplo, variantes de corte y empalme, variantes alélicas
e isoformas. La secuencia de aminoacidos de un precursor CD79b humano a modo de ejemplo (con secuencia
sefial) se muestra en SEQ ID NO: 40. La secuencia de aminoacidos de un CD79b maduro humano a modo de
ejemplo (sin secuencia sefal) se muestra en SEQ ID NO: 41.

La frase "cancer CD79b positivo" se refiere a un cancer que comprende células que expresan CD79b en su
superficie.

La frase "célula CD79b positiva" se refiere a una célula que expresa CD79b en su superficie.

La frase "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto las posibles variantes de anticuerpo, por ejemplo, que
contienen mutaciones de origen natural o que surgen durante la produccidon de una preparacion de anticuerpo
monoclonal, estando presentes tales variantes generalmente en cantidades menores. Al contrario que las
preparaciones de anticuerpos policlonales, que incluyen normalmente diferentes anticuerpos dirigidos contra
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparaciéon de anticuerpo monoclonal se
dirige contra un Unico determinante en un antigeno. Por lo tanto, el modificador "monoclonal” indica el caracter del
anticuerpo estando obtenido de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos y no ha de tomarse como
gue requiera la produccion del anticuerpo por ningin método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a
usarse de acuerdo con la presente invencidn pueden realizarse por diversas técnicas, incluyendo pero no limitado al
método del hibridoma, métodos de ADN recombinante, métodos de visualizacion de fagos y métodos que utilizan
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animales transgénicos que contienen todo o parte de los loci de inmunoglobulinas humanas, describiéndose tales
métodos y otros métodos a modo de ejemplo para producir anticuerpos monoclonales en el presente documento.
Un "anticuerpo desnudo" se refiere a un anticuerpo que no esta conjugado con un resto heterélogo (por ejemplo, un
resto citotdxico) o una radiomarca. El anticuerpo desnudo puede estar presente en una formulacién farmacéutica.

"Anticuerpos nativos" se refiere a moléculas de inmunoglobulina con estructuras variadas. Por ejemplo, los
anticuerpos IgG nativos son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons, compuestos
por dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas que se unen por disulfuro. Del N al C terminal,
cada cadena pesada tiene una region variable (VH), también denominada un dominio pesado variable o un dominio
variable de la cadena pesada, seguido de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3). Similarmente, del N al C
terminal, cada cadena ligera tiene una regién variable (VL), también denominada un dominio ligero variable o un
dominio ligero de la cadena pesada, seguido de un dominio de cadena constante (CL). La cadena ligera de un
anticuerpo puede asignarse a uno de dos tipos, denominados kappa (k) y lambda (A), basados en la secuencia de
aminoacidos de su dominio constante.

El término "prospecto” se usa para referirse a instrucciones habitualmente incluidas en los envases comerciales de
productos terapéuticos, que contienen informacion sobre las indicaciones, el uso, la dosificacion, la administracién, la
terapia de combinacién, las contraindicaciones y/o los avisos que se refieren al uso de tales productos terapéuticos.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia de polipéptidos de
referencia se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a
los restos de aminoacidos en la secuencia de polipéptidos de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia y sin considerar
ninguna sustitucion conservativa como parte de la identidad de secuencia. La alineacién para los fines de determinar
el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede lograrse de diversas formas que estan dentro de la
habilidad en la materia, por ejemplo, usando software de ordenador publicamente disponible tal como BLAST,
BLAST-2, ALIGN o software Megalign (DNASTAR). Aquellos expertos en la materia pueden determinar parametros
apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr la alineacién maxima sobre
la longitud completa de las secuencias que se comparan. Para los fines del presente documento, sin embargo, los
valores del % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan usando el programa de ordenador de
comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa de ordenador de comparacion de secuencias ALIGN-2 es de
Genentech, Inc. y el cddigo fuente se ha llenado con documentacion de usuario de la U.S. Copyright Office,
Washington D.C., 20559, donde esté registrado bajo el N.° de Registro de U.S. Copyright TXU510087. El programa
ALIGN-2 esta publicamente disponible de Genentech, Inc., San Francisco sur, California, o puede compilarse desde
el codigo fuente. El programa ALIGN-2 debe compilarse para su uso en un sistema de funcionamiento UNIX,
incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacion de secuencias se establecen por el programa
ALIGN-2 y no varian.

En las situaciones donde se emplea ALIGN-2 para comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de identidad
de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A dada a, con, o contra una secuencia de
aminoéacidos B dada (que puede frasearse alternativamente como una secuencia de aminoacidos A dada que tiene o
comprende un cierto % de identidad de secuencia de aminoacidos a, con o contra una secuencia de aminoacidos B
dada) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el nimero de restos de aminoacidos clasificados como coincidencias idénticas por el programa de
alineacion de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion del programa de Ay B y donde Y es el nimero total de restos
de aminoécidos en B. Se apreciara que donde la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la longitud
de la secuencia de aminoacidos de B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A a B no sera igual al % de
identidad secuencia de aminoacidos de B a A. Salvo que se diga especificamente lo contrario, todos los valores del
% de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el presente documento se obtienen como se describe en el
parrafo inmediatamente anterior usando el programa de ordenador ALIGN-2.

La frase "formulacion farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permita la actividad
bioldgica de un ingrediente activo contenido en la misma para ser eficaz y que no contiene componentes adicionales
que son inaceptablemente toxicos para un sujeto al que se administraria la formulacion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una formulacién farmacéutica, distinto de
un ingrediente activo, que no es tdxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se
limita a, un tampon, excipiente, estabilizante o conservante.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (y variaciones gramaticas del mismo tal como "tratar" o
"tratando") se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar el transcurso natural del individuo a tratarse y
puede realizarse bien para profilaxis o durante el transcurso de la patologia clinica. Los efectos deseables del
tratamiento incluyen, pero no se limitan a, evitar la aparicion o la reaparicion de la enfermedad, aliviar los sintomas,
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disminuir cualquier consecuencia directa o indirecta patoldgica de la enfermedad, evitar la metastasis, disminuir la
velocidad del avance de la enfermedad, aliviar o paliar el estado de la enfermedad y remitir 0 mejorar la prognosis.
En algunas realizaciones, los inmunoconjugados de la invencién se usan para retrasar el desarrollo de una
enfermedad o para ralentizar el avance de una enfermedad.

La frase "region variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de un anticuerpo
que esta implicado en la union del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y la cadena
ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo nativo generalmente tienen estructuras similares, comprendiendo
cada dominio cuatro regiones marco (FR) conservadas y tres regiones hipervariables (HVR). (Véase, por ejemplo,
Kindt et al. Kuby Immunology, 62 ed., W.H. Freeman y Co., pagina 91 (2007)). Un Gnico dominio VH o VL puede ser
suficiente para conferir especificidad de unién a antigeno. Ademas, los anticuerpos que unen un antigeno particular
pueden aislarse usando un dominio VH o VL de un anticuerpo que une el antigeno para detectar una biblioteca de
dominios VL o VH complementarios, respectivamente. Véase, por ejemplo, Portolano et al., J. Immunol. 150:880-887
(1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).

El término "vector", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
propagar otro acido nucleico al que se conecta. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico
auto-replicante asi como el vector incorporado en el genoma de una célula hospedadora en la que se ha introducido.
Ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de los acidos nucleicos a los que estan unidos operativamente.
Tales vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresion”.

La frase "opcionalmente sustituido" como se usa en el presente documento, pertenece a un grupo parental que
puede no estar sustituido o que puede estar sustituido.

Salvo que se especifique de otra manera, el término "sustituido" como se usa en el presente documento, pertenece a
un grupo parental que lleva uno o mas sustituyentes. El término "sustituyente" se usa en el presente documento en
el sentido convencional y se refiere a un resto quimico que estd covalentemente fijado a, o si es apropiado,
condensado a, un grupo parental. Se conoce una amplia diversidad de sustituyentes y también se conocen los
métodos para su formacién y su introduccién en diversos grupos parentales.

En algunas realizaciones, los sustituyentes descritos en el presente documento (que incluyen sustituyentes
opcionales) se limitan a aquellos grupos que no son reactivos al anticuerpo. En algunas realizaciones, el conector al
anticuerpo estd formado desde la posicién N10 del compuesto PBD hasta el conector (L). En algunos casos, los
grupos funcionales reactivos localizados en otras partes de la estructura PBD pueden ser capaces de formar enlaces
adicionales al anticuerpo (esto puede denominarse reticulado). Tales enlaces adicionales, en algunos casos, pueden
alterar el transporte y la actividad biologica del conjugado. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los sustituyentes
adicionales se limitan a aquellos que carecen de funcionalidad reactiva.

En algunas realizaciones, los sustituyentes se seleccionan de R, OR, SR, NRR’, NOy, halo, CO;R, COR, CONH,
CONHR y CONRR'. En algunas realizaciones, los sustituyentes se seleccionan de R, OR, SR, NRR’, NO2, COzR,
COR, CONH2, CONHR y CONRR'. En algunas realizaciones, los sustituyentes se seleccionan de R, OR, SR, NRR’,
NO: y halo. En algunas realizaciones, los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste en R, OR, SR, NRR' y
NO,.

Cualquiera de las realizaciones analizadas anteriormente puede aplicarse a cualquiera de los sustituyentes descritos
en el presente documento. Como alternativa, los sustituyentes pueden seleccionarse de una o mas de los grupos
analizados a continuacion.

La frase "alquilo C1-12" como se usa en el presente documento, pertenece a un resto monovalente obtenido retirando
un atomo de hidrégeno de un atomo de carbono de un compuesto hidrocarburo que tiene de 1 a 12 atomos de
carbono, que es alifatico y que puede ser ciclico o aciclico y que puede estar saturado o insaturado (por ejemplo,
parcialmente insaturado, completamente insaturado). Por lo tanto, el término "alquilo" incluye las sub-clases
alguenilo, alquinilo, cicloalquilo, etc., analizadas mas adelante.

Los ejemplos de grupos alquilo saturados incluyen, pero no se limitan a, metilo (C), etilo (C,), propilo (Cs), butilo
(Ca4), pentilo (Cs), hexilo (Cs) y heptilo (C7).

Los ejemplos de grupos alquilo lineales saturados incluyen, pero no se limitan a, metilo (Cs), etilo (C>), n-propilo (Cs),
n-butilo (C4), n-pentilo (amilo) (Cs), n-hexilo (Cs) y n-heptilo (C7).

Los ejemplos de grupos alquilo ramificados saturados incluyen, iso-propilo (Cs), iso-butilo (Ca4), sec-butilo (C4), terc-
butilo (C4), iso-pentilo (Cs) y neo-pentilo (Cs).

Un grupo alquilo puede interrumpirse opcionalmente por uno o mas heteroatomos seleccionados de O, N(H) y S.
Tales grupos pueden denominarse "heteroalquilo”.
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El término "heteroalquilo C12", como se usa en el presente documento, pertenece a un resto monovalente obtenido
retirando un atomo de hidrégeno de un atomo de carbono de un compuesto hidrocarburo que tiene de 2 a 12 atomos
de carbono y uno o mas heteroatomos seleccionados de O, N(H) y S, preferentemente Oy S.

Los ejemplos de grupos heteroalquilo incluyen, aquellos que comprenden una mas unidades etilenglicol del tipo -
(OCH2CHy)-. El extremo de un grupo heteroalquilo puede ser la forma primaria de un heteroatomo, por ejemplo -OH,
-SH o -NHz. En una realizacion preferida, el extremo es -CHs.

El término "alquenilo Cz.12" como se usa en el presente documento, pertenece a un grupo alquilo que tiene uno o
mas o dobles enlaces carbono-carbono.

Los ejemplos de grupos alquenilo insaturados incluyen, etenilo (vinilo, -CH=CH,), 1-propenilo (-CH=CH-CHg3), 2-
propenilo (allilo, -CH-CH=CHy), isopropenilo (1-metilvinilo, -C(CHz)=CH), butenilo (C.), pentenilo (Cs) y hexenilo
(Ce).

El término "alquenilo Cz.12" como se usa en el presente documento, pertenece a un grupo alquilo que tiene uno o
mas o triples enlaces carbono-carbono.

Los ejemplos de grupos alquinilo insaturados incluyen, etinilo (-C=CH) y 2-propinilo (propargilo, -CH2-C=CH).

El término "cicloalquilo Cs.12” como se usa en el presente documento, pertenece a un grupo alquilo que también es
un grupo ciclilo; es decir, un resto monovalente obtenido retirando un atomo de hidrégeno de un atomo de anillo
aliciclico de un compuesto hidrocarburo ciclico (carbociclico), cuyo resto tiene de 3 a 7 atomos de carbono,
incluyendo de 3 a 7 atomos en el anillo.

Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen, aquellos derivados de:

(i) compuestos hidrocarburo monociclico saturado: ciclopropano (Cs), ciclobutano (Ca.), ciclopentano (Cs),
ciclohexano (Cg), cicloheptano (C;), metilciclopropano (Cs), dimetilciclopropano (Cs), metilciclobutano (Cs),
dimetilciclobutano (Cs), metilciclopentano (Cs), dimetilciclopentano (C7) y metilciclohexano (Cv);

(ii) compuestos hidrocarburo monociclico insaturado:

ciclopropeno (Cs3), ciclobuteno (C4), ciclopenteno (Cs), ciclohexeno (Cs), metilciclopropeno (Ca),
dimetilciclopropeno (Cs), metilciclobuteno (Cs), dimetilciclobuteno (Cg), metilciclopenteno  (Cg),
dimetilciclopenteno (C7) y metilciclohexeno (C7); y

(iii) compuestos hidrocarburo policiclico saturado:
norcarano (Cy), norpinano (C7), norbornano (Cv).

El término "heterociclilo Cs.20" como se usa en el presente documento, pertenece a un resto monovalente obtenido
retirando un atomo de hidrégeno de un atomo del anillo de un compuesto heterociclico, cuyo resto tiene de 3 a 20
atomos en el anillo, de los cuales de 1 a 10 son heteroatomos del anillo. En algunas realizaciones, cada anillo tiene
de 3 a 7 atomos en el anillo, de los cuales de 1 a 4 son heteroatomos del anillo.

Como se usa en el presente documento, los prefijos (por ejemplo Cs.20, Cs.7, Cs.6, €tc.) denotan el nimero de atomos
del anillo, o el intervalo del nimero de atomos del anillo, ya sean atomos de carbono o heteroatomos. Por ejemplo, el
término "heterociclilo Cs.¢”, como se usa en el presente documento, pertenece a un grupo heterociclilo que tiene 5 o
6 atomos del anillo.

Los ejemplos de grupos heterociclilo monociclico incluyen, aquellos derivados de:

(i) Ni: aziridina (C3), azetidina (Ca4), pirrolidina (tetrahidropirrol) (Cs), pirrolina (por ejemplo, 3-pirrolina, 2,5-
dihidropirrol) (Cs), 2H-pirrol o 3H-pirrol (isopirrol, isoazol) (Cs), piperidina (Cs), dihidropiridina (Cs),
tetrahidropiridina (Cs), azepina (Cv);

(i) O1: oxirano (Cs3), oxetano (Ci), oxolano (tetrahidrofurano) (Cs), oxol (dihidrofurano) (Cs), oxano
(tetrahidropirano) (Cs), dihidropirano (Cg), pirano (Cs), oxepina (C7);

(iii) S1: tiirano (Cg), tietano (C.), tiolano (tetrahidrotiofeno) (Cs), tiano (tetrahidrotiopirano) (Cs), tiepano (C-);

(iv) O2: dioxolano (Cs), dioxano (Cs) y dioxepano (C7);

(v) Og: trioxano (Ce);

(vi) N2: imidazolidina (Cs), pirazolidina (diazolidina) (Cs), imidazolina (Cs), pirazolina (dihidropirazol) (Cs),
piperazina (Ce);

(vii) N1O4: tetrahidrooxazol (Cs), dihidrooxazol (Cs), tetrahidroisoxazol (Cs), dihidroisoxazol (Cs), morfolina (Cs),
tetrahidrooxazina (Cs), dihidrooxazina (Cs), oxazina (Cs);

(viii) N1S1: tiazolina (Cs), tiazolidina (Cs), tiomorfolina (Cs);

(ix) N2O1: oxadiazina (Cse);
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(x) O1S1: oxatiol (Cs) y oxatiano (tioxano) (Cs); Y,

(xi) N1O1S1: oxatiazina (Cs).
Los ejemplos de grupos heterociclilo monociclico sustituido incluyen, aquellos derivados de sacéridos, en forma
ciclica, por ejemplo, furanosas (Cs), tales como arabinofuranosa, lixofuranosa, ribofuranosa y xilofuranosa y
piranosas (Ce),tales como alopiranosa, altropiranosa, glucopiranosa, manopiranosa, gulopiranosa, idopiranosa,
galactopiranosa y talopiranosa.

El término "arilo Cs.20", como se usa en el presente documento, pertenece a un resto monovalente obtenido retirando
un atomo de hidrégeno de un atomo de anillo aromatico de un compuesto aromatico, cuyo resto tiene de 3 a 20
atomos en el anillo. En algunas realizaciones, cada anillo tiene de 5 a 7 atomos en el anillo.

En algunas realizaciones, los atomos del anillo son todos atomos de carbono, como en los "grupos carboarilo". Los
ejemplos de grupos carboarilo incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de benceno (es decir fenilo) (Ce),
naftaleno (Cio), azuleno (Cio), antraceno (Ci4), fenantreno (Ci4), naftaceno (Cis) y pireno (Cis).

Los ejemplos de grupos arilo que comprenden anillos condensados, al menos uno de los cuales es un anillo
aromatico, incluyen, grupos derivados de indano (por ejemplo 2,3-dihidro-1H-indeno) (Cy), indeno (Cy), isoindeno
(Co), tetralina (1,2,3,4-tetrahidronaftaleno (Cio), acenafteno (Cio), fluoreno (Cis), fenaleno (Cis), acefenantreno (Cis)
y aceantreno (Cis).

En algunas realizaciones, los atomos del anillo pueden incluir uno o mas heterodtomos, como en "grupos
heteroarilo". Los ejemplos de grupos heteroarilo monociclico incluyen, aquellos derivados de:

(i) N1: pirrol (azol) (Cs), piridina (azina) (Cs);

(i) O1: furano (oxol) (Cs);

(iii) Sa: tiofeno (tiol) (Cs);

(iv) N1O1: oxazol (Cs), isoxazol (Cs), isoxazina (Cs);

(v) N2O1: oxadiazol (furazano) (Cs);

(vi) N3O1: oxatriazol (Cs);

(vii) N1S1: tiazol (Cs), isotiazol (Cs);

(viii) N2: imidazol (1,3-diazol) (Cs), pirazol (1,2-diazol) (Cs), piridazina (1,2-diazina) (Ce), pirimidina (1,3-diazina)
(Ce) (por ejemplo, citosina, timina, uracilo), pirazina (1,4-diazina) (Ce);
(ix) N3: triazol (Cs), triazina (Cs); v,

(X) Ng: tetrazol (Cs).

Los ejemplos de heteroarilo que comprenden anillos condensados, incluyen:

(i) Co (con 2 anillos condensados) derivado de benzofurano (O3), isobenzofurano (O1), indol (N1), isoindol (N1),
indolizina (N,), indolina (N1), isoindolina (N1), purina (N4) (por ejemplo, adenina, guanina), benzimidazol (N>),
indazol (N2), benzoxazol (N101), benzisoxazol (N101), benzodioxol (O2), benzofurazano (N2O1), benzotriazol (N3),
benzotiofurano (S1), benzotiazol (N1S1), benzotiadiazol (N2S);

(i) C10 (con 2 anillos condensados) derivados de cromeno (Oy), isocromeno (O;), cromano (O;), isocromano (O1),
benzodioxano (O-), quinolina (N1), isoquinolina (N1), quinolizina (N1), benzoxazina (N101), benzodiazina (N>),
piridopiridina (N2), quinoxalina (N2), quinazolina (N>), cinolina (N2), ftalazina (N2), naftiridina (N>), pteridina (Na4);
(iif) C11 (con 2 anillos condensados) derivados de benzodiazepina (N>);

(iv) Ciz (con 3 anillos condensados) derivados de carbazol (Nj), dibenzofurano (Oi), dibenzotiofeno (Si),
carbolina (N2), perimidina (N2), piridoindol (N2); v,

(V) C14 (con 3 anillos condensados) derivados de acridina (N1), xanteno (O1), tioxanteno (Si), oxantreno (O),
fenoxatiina (0:S:1), fenazina (N), fenoxazina (N10:), fenotiazina (NiSi), tiantreno (S), fenantridina (Ni),
fenantrolina (N2), fenazina (Ny).

Los grupos anteriores, ya sean solos o parte de otro sustituyente, pueden estar en si mismos opcionalmente
sustituidos con uno o mas grupos seleccionados de ellos mismos y los sustituyentes adicionales listados a
continuacion.

Halo: -F, -Cl, -Br e -I.

Hidroxi: -OH.

Eter: -OR, en el que R es un sustituyente éter, por ejemplo, un grupo alquilo Ci.7 (también denominado un grupo
alcoxi C1.7, analizado a continuacién), un grupo heterociclilo C3.29 (fambién denominado un grupo heterocicliloxi Cs-20)
0 un grupo arilo Cs.zo (también denominado un grupo ariloxi Cs.20). En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo
C1.7.

Alcoxi: -OR, en el que R es un grupo alquilo, por ejemplo, un grupo alquilo C;i.7. Los ejemplos de grupos alcoxi C1.7
incluyen, -OMe (metoxi), -OEt (etoxi), -O(nPr) (n-propoxi), -O(iPr) (isopropoxi), -O(nBu) (n-butoxi), -O(sBu) (sec-
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butoxi), -O(iBu) (isobutoxi) y -O(tBu) (terc-butoxi).

Acetal: -CH(ORl)(ORz), en el que R! y R? son independientemente sustituyentes acetal, por ejemplo, un 2grupo
alquilo Ci.7, un grupo heterociclilo Cso 0 un grupo arilo Csz. En algunas realizaciones, R' y/lo R son
independientemente un grupo alquilo C1.7. En algunas realizaciones, en el caso de un grupo acetal "ciclico", R' y R?,
tomados junto con los dos atomos de oxigeno a los que estan unidos y el atomo de carbono al que estan unidos,
forman un anillo heterociclico que tiene de 4 a 8 atomos del anillo. Los ejemplos de grupos acetal incluyen, pero no
se limitan a, -CH(OMe);, -CH(OEt), y -CH(OMe)(OEY).

Hemiacetal: -CH(OH)(ORl), en el que R! es un sustituyente hemiacetal, por ejemplo, un grupo alquilo C;.7, un grupo
heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, R' es un grupo alquilo C1.7. Los ejemplos de
grupos hemiacetal incluyen, -CH(OH)(OMe) y -CH(OH)(OEt).

Cetal: -CR(ORl)(ORz), donde R* y R? son como se define para los acetales y R es un sustituyente cetal distinto de
hidrégeno, por ejemplo, un grupo alquilo Ci7, un grupo heterociclilo Cs20 0 un grupo arilo Cs. En algunas
realizaciones, R es un grupo alquilo C;.7. Los ejemplos de grupos cetal incluyen, pero no se limitan a, -C(Me)(OMe)a,
-C(Me)(OEt)z, -C(Me)(OMe)(OEt), -C(Et)(OMe)z, -C(Et)(OEt)2 y -C(Et)(OMe)(OEt).

Hemicetal: -CR(OH)(ORl), donde R' es como se define para los hemiacetales y R es un sustituyente hemicetal
distinto de hidrégeno, por ejemplo, un grupo alquilo Ci.7, un grupo heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.20. En
algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7. Los ejemplos de grupos hemicetal incluyen, pero no se limitan a, -
C(Me)(OH)(OMe), -C(Et)(OH)(OMe), -C(Me)(OH)(OEt) y -C(Et)(OH)(OE).

Oxo (ceto, -ona): =0.

Tiona (tiocetona): =S.

Imino (imina): =NR, en el que R es un sustituyente imino, por ejemplo, hidrégeno, un grupo alquilo Ci.7, un grupo
heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, R es hidrégeno o un grupo alquilo Ci.7. Los
ejemplos de grupos imino incluyen, =NH, =NMe, =NEt y =NPh.

Formilo (carbaldehido, carboxaldehido): -C(=O)H.

Acilo (ceto): -C(=O)R, en el que R es un sustituyente acilo, por ejemplo, un grupo alquilo C;.7 (también denominado
alquilacilo C;.7 0 alcanoilo C1.7), un grupo heterociclilo Cz.20 (también denominado un grupo heterociclilacilo Cs.20) 0
un grupo arilo Cs.2 (también denominado un grupo arilacilo Cs.20). En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo
Ci7. Los ejemplos de grupos acilo incluyen, -C(=0)CHjs (acetilo), -C(=O)CH2CHs (propionilo), -C(=O)C(CHa)s (t-
butirilo) y -C(=O)Ph (benzoilo, fenona).

Carboxi (acido carboxilico): -C(=O)OH.

Tiocarboxi (acido tiocarboxilico): -C(=S)SH.

Tiolocarboxi (acido tiolocarboxilico): -C(=0O)SH.

Tionocarboxi (acido tionocarboxilico): -C(=S)OH.

Acido imidico: -C(=NH)OH.

Acido hidroxamico: -C(=NOH)OH.

Ester (carboxilato, éster del acido carboxilico, oxicarbonilo): -C(=O)OR, en el que R es un sustituyente éster, por
ejemplo, un grupo alquilo Ci.7, un grupo heterociclilo Cz 20 0 un grupo arilo Cs.p0. En algunas realizaciones, R es un
grupo alquilo Ci7. Los ejemplos de grupos éster incluyen, -C(=O)OCHjs;, -C(=O)OCH,CHs, -C(=0)OC(CH3)s y -
C(=0)OPh.

Aciloxi (éster inverso): -OC(=O)R, en el que R es un sustituyente aciloxi, por ejemplo, un grupo alquilo C;.7, un grupo
heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7. Los ejemplos de
grupos aciloxi incluyen, -OC(=0)CHjs (acetoxi), -OC(=0)CH2CHs;, -OC(=0)C(CHs)3, -OC(=0)Ph y -OC(=0)CH,Ph.
Oxicarboniloxi: -OC(=0O)OR, en el que R es un sustituyente éster, por ejemplo, un grupo alquilo Ci.7, un grupo
heterociclilo Cz.20 0 un grupo arilo Cs.o. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7. Los ejemplos de
grupos oxicarboniloxi incluyen, -OC(=0)OCHgs, -OC(=0)OCH,CHj3, -OC(=0)OC(CHz3)3 y -OC(=0)OPh.

Amino: -NR'R?, en el que R! y R? son independientemente sustituyentes amino, por ejemplo, hidrégeno, un grupo
alquilo Cy.7 (también denominado alquilamino Ci.7 o di-alquilamino Ci.7), un grupo heterociclilo Cz2 0 un grupo arilo
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Cs.20. En algunas realizaciones, R! y R? son independientemente H o un grupo alquilo C1.7. En algunas realizaciones,
en el caso de un grupo amino “ciclico", R! y R?, tomados junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos,
forman un anillo heterociclico que tiene de 4 a 8 &tomos del anillo. Los grupos amino pueden ser primarios g-NHz),
secundarios (-NHR%Y), o terciarios (-NHR'R? vy, en forma catiénica, pueden ser cuaternarios (-'NR'R’R°). Los
ejemplos de grupos amino incluyen, -NH;, -NHCH3, -NHC(CH3)2, -N(CHs)2, -N(CH2CHs), y -NHPh. Los ejemplos de
grupos amino ciclicos incluyen, aziridino, azetidino, pirrolidino, piperidino, piperazino, morfolino y tiomorfolino.

Amido (carbamoilo, carbamilo, aminocarbonilo, carboxamida): -C(=O)NR'R?, en el que R' y R? son
independientemente sustituyentes amino, como se define para los grupos amino. Los ejemplos de grupos amido
incluyen, -C(=0)NH, -C(=O)NHCHj3, -C(=0)N(CHs)2, -C(=O)NHCH,CH3; y -C(=O)N(CH>CHs),, asi como grupos
amido en los que R' y R?, junto con el &tomo de nitrégeno al que estan unidos, forman una estructura heterociclica
como en, por ejemplo, piperidinocarbonilo, morfolinocarbonilo, tiomorfolinocarbonilo y piperazinocarbonilo.

Tioamido (tiocarbamilo): -C(=S)NR1R2, en el que R! y R? son independientemente sustituyentes amino, como se
define para los grupos amino. Los ejemplos de grupos tioamido incluyen, -C(=S)NH,, -C(=S)NHCHj3, -C(=S)N(CH3)2
y -C(=S)NHCH2CH3.

Acilamido (acilamino): -NRIC(:O)RZ, en el que R'es un sustituyente amida, por ejemplo, hidrégeno, un grupo alquilo
Ci-7, un grupo heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Csz y R? es un sustituyente acilo, por ejemplo, un grupo alquilo Ci.
7, un grupo heterociclilo Cz.20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, R! ylo R® es hidrégeno o un grupo
alquilo Ci1.7. Los ejemplos de grupos acilamida incluyen, -NHC(=0O)CHgs, -NHC(=0)CH,CHs y -NHC(=0O)Ph. R' y R?
pueden formar juntos una estructura ciclica, como en, por ejemplo, succinimidilo, maleimidilo y ftalimidilo:

O\ 0
succinimidilo maleimidilo ftalimidilo

Aminocarboniloxi: -OC(=O)NR'R?, en el que R'y R? son independientemente sustituyentes amino, como se define
para los grupos amino. Los ejemplos de grupos aminocarboniloxi incluyen, -OC(=O)NH,, -OC(=O)NHMe, -
OC(=O)NMe; y -OC(=O)NEts.

Ureido: -N(R)CONR?R® en el que R? y R® son independientemente sustituyentes amino, como se define para los
grupos amino y R' es un sustituyente ureido, por ejemplo, hidrégeno, un grupo alquilo C1.7, un grupo heterociclilo Cs.
20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, R' es hidrégeno o un grupo alquilo C1.7. Los ejemplos de grupos
ureido incluyen, -NHCONH>, -NHCONHMe, -NHCONHEt, -NHCONMe,, -NHCONEt;, -NMeCONH2, -NMeCONHMe,
-NMeCONHEt, -NMeCONMe; y -NMeCONEt;.

Guanidino: -NH-C(=NH)NH>.

Tetrazolilo: un anillo aromatico de cinco miembros que tiene cuatro atomos de nitrégeno y un atomo de carbono,

s
)

N\

N/N

Amidina (amidino): -C(=NR)NR2, en el que cada R es un sustituyente amidina, por ejemplo, hidrégeno, un grupo

alquilo Ci.7, un grupo heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, cada R es H o un grupo

alquilo Cy1.7. Los ejemplos de grupos amidina incluyen, -C(=NH)NH3, -C(=NH)NMe; y -C(=NMe)NMe..

Nitro: -NOao.

Nitroso: -NO.

Azido: -Ns.

Ciano (nitrilo, carbonitrilo): -CN.

Isociano: -NC.

Cianato: -OCN.
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Isocianato: -NCO.
Tiociano (tiocianato): -SCN.

Isotiociano (isotiocianato): -NCS.
Sulfhidrilo (tiol, mercapto): -SH.

Tioéter (sulfuro): -SR, en el que R es un sustituyente tioéter, por ejemplo, un grupo alquilo C;.7 (también denominado
un grupo alquiltio C1-7), un grupo heterociclilo Cs20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, R es un grupo
alquilo C1.7. Los ejemplos de grupos tioéter incluyen, -SCHz y -SCH2CHs.

Disulfuro: -SS-R, en el que R es un sustituyente disulfuro, por ejemplo, un grupo alquilo Cs.7, un grupo heterociclilo
C3-20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo C1.7 (fambién denominado en el presente
documento un grupo alquil disulfuro C1.7). Los ejemplos de grupos disulfuro incluyen, -SSCH3 y -SSCH,CHs.

Sulfina (sulfinilo, sulféxido): -S(=0O)R, en el que R es un sustituyente sulfina, por ejemplo, un grupo alquilo Ci-7, un
grupo heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7. Los ejemplos de
grupos sulfina incluyen, -S(=0)CH3 y -S(=O)CH,CHzs.

Sulfona (sulfonilo): -S(=0)2R, en el que R es un sustituyente sulfona, por ejemplo, un grupo alquilo C;.7, un grupo
heterociclilo Cz.20 0 un grupo arilo Cs2. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7, incluyendo, por
ejemplo, un grupo alquilo Ci.7 fluorado o perfluorado. Los ejemplos de grupos sulfona incluyen, -S(=0),CHs
(metansulfonilo, mesilo), -S(=0).CF; (trifllo), -S(=0).CH2CHs (esilo), -S(=0).CsF9 (nonaflilo), -S(=0).,CH.CF3;
(tresilo), -S(=0),CH>CH:NH, (taurilo), -S(=0),Ph (fenilsulfonilo, besilo), 4-metilfenilsulfonilo (tosilo), 4-
clorofenilsulfonilo (closilo), 4-bromofenilsulfonilo (brosilo), 4-nitrofenilo (nosilo), 2-naftalensulfonato (napsilo) y 5-
dimetilamino-naftalen-1-ilsulfonato (dansilo).

Acido sulfinico (sulfino): -S(=O)OH, -SO,H.
Acido sulfénico (sulfo): -S(=0),0H, -SOzH.

Sulfinato (éster de acido sulfinico): -S(=0)OR; en el que R es un sustituyente sulfinato, por ejemplo, un grupo alquilo
Ci-7, un grupo heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7. Los
ejemplos de grupos sulfinato incluyen, -S(=0)OCH; (metoxisulfinilo; sulfinato de metilo) y -S(=0)OCH,CHj;
(etoxisulfinilo; sulfinato de etilo).

Sulfonato (éster de acido sulfénico): -S(=0)20R, en el que R es un sustituyente sulfonato, por ejemplo, un grupo
alquilo Ci.7, un grupo heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Cj.7.
Los ejemplos de grupos sulfonato incluyen, -S(=0),OCHjs; (metoxisulfonilo; sulfonato de metilo) y -S(=0),OCH,CH3;
(etoxisulfonilo; sulfonato de etilo).

Sulfiniloxi: -OS(=0O)R, en el que R es un sustituyente sulfiniloxi, por ejemplo, un grupo alquilo Ci7, un grupo
heterociclilo Cz.20 0 un grupo arilo Cs.o. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7. Los ejemplos de
grupos sulfiniloxi incluyen, -OS(=0)CH3z y -OS(=0)CH,CHs.

Sulfoniloxi: -OS(=0)2R, en el que R es un sustituyente sulfoniloxi, por ejemplo, un grupo alquilo Ci.7, un grupo
heterociclilo Cz.20 0 un grupo arilo Cs.o. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7. Los ejemplos de
grupos sulfoniloxi incluyen, -OS(=0),CHs; (mesilato) y-OS(=0),CH,CHj3 (esilato).

Sulfato: -OS(=0),0R; en el que R es un sustituyente sulfato, por ejemplo, un grupo alquilo Ci7, un grupo
heterociclilo Csz.20 0 un grupo arilo Cs. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7. Los ejemplos de
grupos sulfato incluyen, -OS(=0),0CH3; y -SO(=0),OCH,CHs.

Sulfamilo (sulfamoilo; amida de &cido sulfinico; sulfinamida): -S(=O)NR'R?* en el que R' y R® son
independientemente sustituyentes amino, como se define para los grupos amino. Los ejemplos de grupos sulfamilo
incluyen, -S(=O)NHa, -S(=O)NH(CHs3), -S(=O)N(CHz3)2, -S(=O)NH(CH2CHj3), -S(=O)N(CH2CHz3), y -S(=O)NHPh.

Sulfonamido (sulfinamoilo; amida de &cido sulfénico; sulfonamida): -S(=0).NR'R® en el que R' y R? son
independientemente sustituyentes amino, como se define para los grupos amino. Los ejemplos de grupos
sulfonamido incluyen, -S(:O)zNHz, -S(:O)zNH(CH3), -S(:O)zN(CH3)2, -S(:O)zNH(CHz(:Ha), -S(:O)zN(CH2CH 3)2 y-
S(=0).NHPh.

Sulfamino: -NRls(:O)ZOH, en el que R! es un sustituyente amino, como se define para los grupos amino. Los
ejemplos de grupos sulfamino incluyen, -NHS(=0),0H y -N(CH3)S(=0),0H.
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Sulfonamino: -NRIS(:O)ZR, en el que R' es un sustituyente amino, como se define para los grupos amino y R es un
sustituyente sulfonamino, por ejemplo, un grupo alquilo Ci.7, un grupo heterociclilo C3.20 0 un grupo arilo Cs.2. En
algunas realizaciones, R es un grupo alquilo C;7. Los ejemplos de grupos sulfonamino incluyen, -NHS(=0),CH3 vy -
N(CHa)S(:O)2C5H5.

Sulfinamino: -NRlS(=O)R, en el que R' es un sustituyente amino, como se define para los grupos amino y R es un
sustituyente sulfinamino, por ejemplo, un grupo alquilo Ci.7, un grupo heterociclilo Cz20 0 un grupo arilo Cs.z0. En
algunas realizaciones, R es un grupo alquilo Ci.7. Los ejemplos de grupos sulfinamino incluyen, -NHS(=O)CH3 vy -
N(CH3)S(:O)C6H5.

Fosfino (fosfina): -PR», en el que R es un sustituyente fosfino, por ejemplo, -H, un grupo alquilo Ci.7, un grupo
heterociclilo Cz.20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, R es -H, un grupo alquilo C;1-7 0 un grupo arilo Cs.
20. Los ejemplos de grupos fosfino incluyen, -PHz, -P(CHs)z, -P(CH2CHs),, -P(t-Bu), y -P(Ph)a.

Fosfo: -P(=0)s,.

Fosfinilo (6xido de fosfina): -P(=O)Rz, en el que R es un sustituyente fosfinilo, por ejemplo, un grupo alquilo Ci.7, un
grupo heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, un grupo alquilo C1-7 0 un grupo arilo Cs.2o.
Los ejemplos de grupos fosfinilo incluyen, -P(=0)(CHj3)2, -P(=0)(CH2CHa3)2, -P(=0)(t-Bu)2 y -P(=0)(Ph)..

Acido fosfonico (fosfono): -P(=0)(OH).

Fosfonato (éster de fosfono): -P(=0)(OR),, donde R es un sustituyente fosfonato, por ejemplo, -H, un grupo alquilo
Ci-7, un grupo heterociclilo C3.20 0 un grupo arilo Cs20. En algunas realizaciones, R es -H, un grupo alquilo Ci.7 0 un
grupo arilo Cs.20. Los ejemplos de grupos fosfonato incluyen, -P(=0)(OCHys)2, -P(=0)(OCH,CHj3),, -P(=0)(O-t-Bu), y -
P(=0)(OPh)s,.

Acido fosférico (fosfonooxi): -OP(=0)(OH)s.

Fosfato (éster de fosfonooxi): -OP(=0)(OR),, donde R es un sustituyente fosfato, por ejemplo, -H, un grupo alquilo
Ci-7, un grupo heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.20. En algunas realizaciones, R es -H, un grupo alquilo C1.7 0 un
grupo arilo Cs.20. Los ejemplos de grupos fosfato incluyen, -OP(=0)(OCHs)2, -OP(=0)(OCH,CH3s),, -OP(=0)(0-t-Bu)2
y -OP(=0)(OPh)a.

Acido fosforoso: -OP(OH)2

Fosfita: -OP(OR)2, donde R es un sustituyente fosfita, por ejemplo, -H, un grupo alquilo Ci.7, un grupo heterociclilo
Cs20 0 un grupo arilo Cs.p0. En algunas realizaciones, R es - H, un grupo alquilo Ci.7 0 un grupo arilo Cs.po. Los
ejemplos de grupos fosfita incluyen, -OP(OCHzs),, -OP(OCH2CHg),, -OP(O-t-Bu), y -OP(OPh),.

Fosforamidita: -OP(OR")-NR?,, donde R y R? son sustituyentes fosforamidita, por ejemplo, -H, un grupo alquilo C1.7
(opcionalmente sustituido), un grupo heterociclilo Cs.20 0 un grupo arilo Cs.o. En algunas realizaciones, R es -H, un
grupo alquilo C1.7 0 un grupo arilo Cs.20. Los ejemplos de grupos fosforamidita incluyen, -OP(OCH,CH3)-N(CH3)2, -
OP(OCH»CH3)-N(i-Pr)2 y -OP(OCH2CH2CN)-N(i-Pr)s.

Fosforamidato: -OP(=0)(OR")-NR?%, donde R y R’ son sustituyentes fosforamidato, por ejemplo, -H, un grupo
alquilo C1.7 (opcionalmente sustituido), un grupo heterociclilo Csz.20 0 un grupo arilo Cs.2o. En algunas realizaciones,
R' y R? son - H, un grupo alquilo Ci.7 0 un grupo arilo Cs.zo. Los ejemplos de grupos fosforamidato incluyen, -
OP(OCH2CH3)-N(CHs3)2, -OP(=0)(OCH2CHz3)-N(i-Pr), y -OP(=0)(OCH>CH>CN)-N(i-Pr)>.

El término "cicloalquilo Cs.12", como se usa en el presente documento, pertenece a un resto bidentado obtenido
retirando dos atomos de hidrégeno, bien ambos del mismo atomo de carbono o uno de cada uno de dos atomos de
carbono diferentes, de un compuesto hidrocarburo que tiene de 3 a 12 atomos de carbono (salvo que se especifique
de otra manera), que es alifatico y que puede ser ciclico o aciclico y que puede ser saturado, parcialmente
insaturado o completamente insaturado. Por lo tanto, el término "alquileno" incluye las sub-clases alquenileno,
alquinileno, cicloalquileno, etc., analizadas mas adelante.

Los ejemplos de grupos alquileno Cs.12 saturados lineales incluyen, pero no se limitan a, -(CHz),- donde n es un
numero entero de 3 a 12, por ejemplo, -CH2.CH2CH2-(propileno), -CH.CH>CH>CHz- (butileno), -CH>CH2CH>CH>CHo>-
(pentileno) y -Ch,CH2CH2CH,CH,CH,CHa- (heptileno).

Los ejemplos de grupos alquileno Cs.i» saturados ramificados incluyen, -CH(CHs)CH;-, -CH(CH3)CH2CHy-, -
CH(CH3)CH2CH,CH2-, -CH2CH(CH3)CHz-, -CH2C H(CHs)CH2CHz-, -CH(CH2CHg)-, -CH(CH2CH3)CH,- y -
CH2CH(CH,CHzs)CHa-.

Los ejemplos de grupos alquileno Cs.12 parcialmente insaturados lineales (grupos alquenileno y alquinileno Cs.12)
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incluyen, -CH=CH-CH>-, -CH,-CH=CH-, -CH=CH-CH>-CH>-, -CH=CH-CH,-CH>-CH>-, -CH=CH-CH=CH-, -CH=CH-
CH=CH-CHz>-, -CH=CH-CH=CH-CH2-Chy-, -CH=CH-CH>-CH=CH-, -CH=CH-CH,-CH>-CH=CH- y -CH,-C=C-CH>-.
Los ejemplos de grupos alquileno Cs.12 parcialmente insaturados ramificados (grupos alquenileno y alquinileno Cs.12)
incluyen, -C(CH3s)=CH-, -C(CH3)=CH-CHy-, -CH=CH-CH(CHg)- y -C=C-CH(CH3)-.

Los ejemplos de grupos alquileno Cs.12 (cicloalquilenos Cs.12) saturados aliciclicos incluyen, ciclopentileno (por
ejemplo ciclopent-1,3-ileno) y ciclohexileno (por ejemplo ciclohex-1,4-ileno).

Los ejemplos de grupos alquileno Cs.2 (cicloalquilenos Cs.12) parcialmente insaturados aliciclicos incluyen,
ciclopentenileno (por ejemplo 4-ciclopenten-1,3-ileno), ciclohexenileno (por ejemplo 2-ciclohexen-1,4-ileno; 3-
ciclohexen-1,2-ileno; 2,5-ciclohexadien-1,4-ileno).

"Conector" se refiere a un resto quimico que comprende un enlace covalente o una cadena de atomos que une
covalentemente un anticuerpo a un resto de farmaco. Los conectores a modo de ejemplo se describen en el
presente documento.

El término "quiral" se refiere a moléculas que tienen la propiedad de no superposicion del compafiero de imagen
especular, mientras que el término "aquiral" se refiere a moléculas que pueden superponerse sobre sus compafieros
de imagen especular.

El término "estereoisomeros" se refiere a compuestos que tienen una constitucion quimica idéntica, pero se
diferencian con respecto a la disposicion de los &tomos o grupos en el espacio.

"Diasteredmero” se refiere a un estereoisémero con dos o mas centros de quiralidad y cuyas moléculas no son
imagenes especulares entre si. Los diasteredbmeros tienen propiedades fisicas diferentes, por ejemplo puntos de
fusion, puntos de ebullicion, propiedades espectrales y reactividades. Las mezclas de diasteredmeros pueden
separarse en procedimientos analiticos de alta resolucion tales como electroforesis y cromatografia.

"Enantiomeros" se refiere a estereoisomeros de un compuesto que no son imagenes especulares superponibles
entre si.

Las definiciones estereoquimicas y convenciones usadas en el presente documento siguen generalmente S. P.
Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, Nueva York; y Eliel, E. y
Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Muchos de los
compuestos organicos existen en formas épticamente activas, es decir, tienen la capacidad de rotar el plano de luz
polarizada. En la descripcion de un compuesto dpticamente activo, los prefijos Dy L, o Ry S, se usan para indicar la
configuracion absoluta de la molécula en torno a su centro o centros quirales. Los prefijos dy 1 o (+) y (-) se
emplean para designar el sentido de rotacion del plano de luz polarizada por el compuesto, significando (-) o 1 que el
compuesto es levagiro. Un compuesto con el prefijo (+) o d es dextrégiro. Para una estructura quimica dada, estos
estereoisdmeros son idénticos excepto porque son imagenes especulares entre si. Un estereoisémero especifico
también puede denominarse enantidmero y una mezcla de dchos isémeros se denomina, a menudo, mezcla
enantiomérica. Una mezcla 50:50 de enantiémeros se denomina como una mezcla racémica o racemato, que puede
aparecer cuando no ha habido estereoseleccién ni estereoespecificidad en un proceso o reaccién quimica. Las
expresiones "mezcla racémica" y "racemato” se refieren a una mezcla equimolar de dos especies enantioméricas,
sin actividad 6ptica.

"Grupo saliente" se refiere a un grupo funcional que puede estar sustituido con otro grupo funcional. Ciertos grupos
salientes se conocen bien en la técnica y los ejemplos incluyen, un haluro (por ejemplo, cloruro, bromuro, yoduro),
metansulfonilo (mesilo), p-toluensulfonilo (tosilo), trifluorometilsulfonilo (triflato) y trifluorometilsulfonato.

La frase "grupo protector" se refiere a un sustituyente que se emplea cominmente para bloquear o proteger una
funcionalidad particular mientras que reaccionan otros grupos funcionales en el compuesto. Por ejemplo, un "grupo
protector de amino" es un sustituyente unido a un grupo amino que bloquea o protege la funcionalidad amino en el
compuesto. Los grupos protectores de amino adecuados incluyen, pero no se limitan a, acetilo, trifluoroacetilo, t-
butoxicarbonilo (BOC), benciloxicarbonilo (CBZ) y 9-fluorenilmetilenoxicarbonilo (Fmoc). Para una descripcién
general de grupos protectores y su uso, véase T. W. Greene, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley &
Sons, Nueva York, 1991, o una edicién posterior.

Il. COMPOSICIONES Y METODOS
En un aspecto, la invencion se basa, en parte, en los anticuerpos que se unen a CD79b e inmunoconjugados que
comprenden tales anticuerpos. Los anticuerpos y los inmunoconjugados de la invencién son Utiles, por ejemplo, para

el diagnéstico o el tratamiento de canceres CD79b positivos.

A. Anticuerpos anti-CD79b a modo de ejemplo
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Se proporcionan anticuerpos aislados que se unen a CD79b. CD79b heterodimeriza con CD79a para formar CD79,
un receptor restringido a linfocitos B. CD79b se expresa en diversos trastornos y canceres relacionados con los
linfocitos B, incluyendo diversos linfomas, tales como el linfoma no hodgkiniano.

Una secuencia precursora de CD79b humana de origen natural a modo de ejemplo, con secuencia sefial
(aminoacidos 1-28) se proporciona en SEQ ID NO: 40 y la secuencia CD79b madura correspondiente se muestra en
SEQ ID NO: 41 (que corresponde a los aminoacidos 29 a 229 de SEQ ID NO: 40).

En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-CD79b une CD79b humano. En algunas realizaciones, un anticuerpo
anti-CD79b une CD79b humano con una afinidad de < 10 nM, 0o <5 nM, 0 <4 nM, 0 <3 nM,0<2nMy
opcionalmente = 0,0001 nM, o = 0,001 nM, o = 0,01 nM. Tales anticuerpos a modo de ejemplo incluyen huMA79bv28
y huMA79bv32, que se unen a CD79b humano con una afinidad de 0,44 nM y 0,24 nM, respectivamente. Véase, por
ejemplo, el documento US 8.088.378 B2.

Ensayos

Si un anticuerpo anti-CD79b "se une con una afinidad de" < 10 nM, 0 <5 nM, 0 <4 nM, 0 <3 nM, 0 <2 nM, se
determina usando analisis de Scatchard, como se describe, por ejemplo, en el documento US 8.088.378 B2.
Brevemente, un anticuerpo marcado con 1'% se compite contra diluciones seriadas de anticuerpo sin marcar en
presencia de células BJAB que expresan CD79b humano. Después de la incubacion, las células se lavan y los
recuentos del sedimento celular se leen con un contador gamma. Véase, por ejemplo, el documento US 8.088.378
B2. La afinidad de unién, Kp, de los anticuerpos puede determinarse de acuerdo con el analisis de Scatchard
realizado utilizando un programa de ajuste de curva no lineal (véase, por ejemplo, Munson et al., Anal Biochem, 107:
220-239, 1980).

Anticuerpo MA79b y otras realizaciones

La invencién desvela un anticuerpo anti-CD79b o un inmunoconjugado que comprende al menos uno, dos, tres,
cuatro, cinco o seis HVR seleccionados de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
21; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o la SEQ ID NO: 23; (d) HVR-L1 que comprende una secuencia de
aminoéacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18, 24 y 35; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 25; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En algunas de dichas
realizaciones, el anticuerpo o el inmunoconjugado comprende al menos uno de: (i) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y/o (i) HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NO: 24 y 35.

La invencién desvela un anticuerpo anti-CD79b o un inmunoconjugado que comprende al menos uno, dos, tres,
cuatro, cinco o seis HVR seleccionados de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
21; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23; (d) HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 24; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y (f) HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En algunas de dichas realizaciones, el anticuerpo o el
inmunoconjugado comprende al menos uno de: (i) HYR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 23 y/o (ii) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24.

La invencion desvela un anticuerpo o un inmunoconjugado que comprende al menos una, al menos dos o las tres
secuencias VH HVR seleccionadas de (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21;
(b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; y (c) HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23. En otra realizacién, el anticuerpo comprende HVR-H3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En una realizacion adicional, el anticuerpo comprende HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 23, HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
26 y HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22. En una realizacién adicional, el
anticuerpo comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21; (b) HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 23.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo o un inmunoconjugado que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias VL HVR seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18, 24 y 35; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 25; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En otro aspecto, la
invencion proporciona un anticuerpo o un inmunoconjugado que comprende al menos una, al menos dos o las tres
secuencias VL HVR seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24;
(b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y (c) HVR-L3 que comprende la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En una realizacion, el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 24 y 35; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 26. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende un HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 24 o la SEQ ID NO: 35. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende un HVR-L1
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende
(@) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24; (b) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y (c) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 26. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 35; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y (c)
HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

En otro aspecto, un anticuerpo o inmunoconjugado comprende (a) un dominio VH que comprende al menos una, al
menos dos o las tres secuencias VH HVR seleccionadas de (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 y (iii)
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 17 y 23; y (b) un dominio VL
que comprende al menos una, al menos dos o las tres secuencias VL HVR seleccionadas de (i) HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18, 24, y 35, (ii) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25y (iii) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 26. En algunas de dichas realizaciones, el anticuerpo o el inmunoconjugado comprende al menos uno de: (i)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y/o (i) HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 24 o la SEQ ID NO: 35.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo o un inmunoconjugado que comprende (a) HVR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 22; (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o la
SEQ ID NO: 23; (d) HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18, 24y
35; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y (f) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En algunas de dichas realizaciones, el anticuerpo o el
inmunoconjugado comprende al menos uno de: HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 23 y/o HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 24 y 35. En otro
aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo o un inmunoconjugado que comprende (a) HVR-H1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 22; (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23; HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 25; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, un anticuerpo anti-CD79b estd humanizado. En una realizacién, un
anticuerpo anti-CD79b comprende HVR como en cualquiera de las realizaciones anteriores y comprende ademas un
marco aceptor humano, por ejemplo un marco de inmunoglobulina humana o un marco consenso humano. En
ciertas realizaciones, el marco aceptor humano es el marco humano VL kappa 1 (VLk) y/o el marco VH VHy. En
algunas realizaciones, un anticuerpo anti-CD79b humanizado comprende (a) HVR-H1 que comprende la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 21; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; (c)
HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o la SEQ ID NO: 23; (d) HVR-L1 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18, 24 y 35; (e) HVR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 26. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-CD79b humanizado comprende (a) HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21; (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 22; (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23; HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24; (e) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 25; y (f) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-CD79b comprende una secuencia de dominio variable de cadena pesada (VH)
que tiene al menos el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o el 100
% de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. En determinadas realizaciones, una
secuencia VH que tiene al menos el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el
99 % de identidad a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11 contiene sustituciones (por ejemplo,
sustituciones conservativas), inserciones o deleciones con respecto a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo
anti-CD79b que comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse a CD79b. En ciertas realizaciones, se han
sustituido un total de 1 a 10 aminoacidos, insertado y/o eliminado en SEQ ID NO: 11. En ciertas realizaciones, se
han sustituido un total de 1 a 5 aminoacidos, insertado y/o eliminado en SEQ ID NO: 11. En ciertas realizaciones, las
sustituciones, inserciones o deleciones se dan en regiones fuera de las HVR (es decir, en las FR).

Opcionalmente, el anticuerpo anti-CD79b comprende la secuencia VH de una cualquiera de las SEQ ID NO: 5, 7, 9,

11 y 13, incluyendo modificaciones post-traduccionales de esa secuencia. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-CD79b comprende la secuencia VH de SEQ ID NO: 11, incluyendo modificaciones post-traduccionales de esa

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2643 225713

secuencia. En una realizacion particular, el VH comprende una, dos o tres HVR seleccionadas de: (a) HVYR-H1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21, (b) HVR-H2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22 y (c) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o la
SEQ ID NO: 23.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-CD79b, en el que el anticuerpo comprende un dominio
variable de cadena ligera (VL) que tiene al menos el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97
%, el 98 %, el 99 % o el 100 % de identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12. En
ciertas realizaciones, una secuencia VL que tiene al menos el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el
96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 contiene
sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservativas), inserciones o deleciones con respecto a la secuencia de
referencia, pero un anticuerpo anti-CD79b que comprende esa secuencia retiene la capacidad de unirse a CD79b.
En ciertas realizaciones, se han sustituido un total de 1 a 10 aminoécidos, insertado y/o eliminado en SEQ ID NO:
12. En ciertas realizaciones, se han sustituido un total de 1 a 5 aminoacidos, insertado y/o eliminado en SEQ ID NO:
12. En ciertas realizaciones, las sustituciones, inserciones o deleciones se dan en regiones fuera de las HVR (es
decir, en las FR). Opcionalmente, el anticuerpo anti-CD79b comprende la secuencia VL de una cualquiera de las
SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12 y 14, incluyendo modificaciones post-traduccionales de esa secuencia. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CD79b comprende la secuencia VL de SEQ ID NO: 12, incluyendo modificaciones
post-traduccionales de esa secuencia. En una realizacion particular, el VL comprende una, dos o tres HVR
seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18, 24 y
35; (b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26. En algunas realizaciones, el VL comprende una, dos o tres HVR
seleccionadas de (a) HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 o la SEQ ID NO: 35;
(b) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y (c) HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 26.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-CD79b, en el que el anticuerpo comprende un VH como en
cualquiera de las realizaciones proporcionadas anteriormente y un VL como en cualquiera de las realizaciones
proporcionadas anteriormente. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias VH y VL en SEQ
ID NO: 11y SEQ ID NO: 12, respectivamente, incluyendo modificaciones postraduccionales de esas secuencias. En
algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias VH y VL en SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14,
respectivamente, incluyendo modificaciones post-traduccionales de esas secuencias. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende las secuencias VH y VL en SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, respectivamente, incluyendo
modificaciones post-traduccionales de esas secuencias. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las
secuencias VH y VL en SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, respectivamente, incluyendo modificaciones post-
traduccionales de esas secuencias. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias de cadena
pesada y cadena ligera en SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 37, respectivamente, incluyendo modificaciones post-
traduccionales de esas secuencias. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias de cadena
pesada y cadena ligera en SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 37, respectivamente, incluyendo modificaciones post-
traduccionales de esas secuencias. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias de cadena
pesada y cadena ligera en SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 54, respectivamente, incluyendo modificaciones
postraduccionales de esas secuencias. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las secuencias de
cadena pesada y cadena ligera en SEQ ID NO: 55 y SEQ ID NO: 37, respectivamente, incluyendo modificaciones
post-traduccionales de esas secuencias.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un anticuerpo o inmunoconjugado que se une al mismo epitopo
que un anticuerpo anti-CD79b proporcionado en el presente documento. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se
proporciona un anticuerpo o inmunoconjugado que se une al mismo epitopo que un anticuerpo anti-CD79b que
comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 11 y una secuencia VL de SEQ ID NO: 12.

En un aspecto adicional de la invencion, un anticuerpo anti-CD79b de acuerdo con cualquiera de las anteriores
realizaciones es un anticuerpo monoclonal, incluyendo un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En una
realizacién, un anticuerpo anti-CD79b es un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un Fv, Fab, Fab’, scFv, diacuerpo
o fragmento F(ab"),. En otra realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud sustancialmente completa, por
ejemplo, un anticuerpo IgG1 u otra clase o isotipo de anticuerpo como se define en el presente documento.

En cualquiera de los inmunoconjugados descritos anteriormente, el anticuerpo puede conjugarse a un resto de
farmaco. En algunas realizaciones, el anticuerpo se conjuga a un agente citotoxico. En algunas de dichas
realizaciones, el agente citotéxico es una pirrolobenzodiazepina (PBD), tal como un dimero de PBD. Se analizan
diversos dimeros de PBD a modo de ejemplo en el presente documento.

En un aspecto adicional, un anticuerpo anti-CD79b o inmunoconjugado de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones anteriores puede incorporar cualquiera de las caracteristicas, solas o en combinacién, como se
describe en las Secciones 1-7 a continuacion.

1. Afinidad de anticuerpo
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En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento tiene una constante de disociacion
(Kd de < 1uM, £ 100 nM, £ 10 nM, <1 nM, £ 0,1 nM, £ 0,01 nM o < 0,001 nM y opcionalmente es = 108 M. (por
ejemplo 10° M o menos, por ejemplo de 10° M a 10™** M, por ejemplo, de 10° M a 10™ M).

En una realizacion, Kd se mide por un ensayo de union a antigeno radiomarcado (RIA) realizado con la version Fab
de un anticuerpo de interés y su antigeno como se describe por el siguiente ensayo. La afinidad de unién de solucion
de Fab por el antigeno se mide equilibrando Fab con una concentracién minima de antigeno marcado (125I) en
presencia de una serie de titulacion de antigeno sin marcar, capturando después el antigeno unido con una placa
recubierta de anticuerpo anti-Fab (véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999)). Para establecer
las condiciones para el ensayo, placas multi-pocillo MICROTITER® (Thermo Scientific) se recubren durante toda la
noche con 5 pg/ml de un anticuerpo de captura anti-Fab (Cappel Labs) en carbonato sédico 50 mM (pH 9,6) y
posteriormente se bloquea con albumina de suero bovino al 2 % (p/v) en PBS durante dos a cinco horas a
temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En una placa no adsorbente (Nunc n.° 269620), 100 pM o 26 pM
de antigeno [125I] se mezclan con diluciones seriadas de un Fab de interés (por ejemplo, consistente con la
evaluacion del anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta et al., Cancer Res. 57:4593-4599 (1997)). El Fab de interés
se incuba después durante toda la noche; sin embargo, la incubacién puede continuar durante un periodo mas largo
(por ejemplo, aproximadamente 65 horas) para asegurar que se alcanza el equilibrio. A continuacién, las mezclas se
transfieren a la placa de captura para la incubaciéon a temperatura ambiente (por ejemplo, durante una hora). La
solucién después se retira y la placa se lava ocho veces con polisorbato 20 al 0,1 % (T\NEEN-20®) en PBS. Cuando
las placas se han secado, se afiaden 150 pl/pocillo de centelleante (MICROSCINT-20™; Packard) y las placas se
cuentan en un contador gamma TOPCOUNT™ (Packard) durante diez minutos. Las concentraciones de cada Fab
gue dan menos de o igual al 20 % de la unién maxima se eligen para su uso en ensayos de unién competitiva.

De acuerdo con otra realizacion, se mide la Kd usando ensayos de resonancia de plasmoén de superficie usando un
BIACORE®-2000 o un BIACORE®-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25 °C con chips CM5 de antigeno
inmovilizado a ~10 unidades de respuesta (RU). Brevemente, los chips de biosensor de dextrano carboximetilado
(CM5, BIACORE, Inc.) se activan con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropol)-carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El antigeno se diluye con acetato sédico
10 mM, a pH 4,8, a 5 pg/ml (~0,2 uM) antes de la inyecciéon a una velocidad de flujo de 5 pl/minuto para lograr
aproximadamente 10 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Después de la inyeccion de antigeno, se
inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos sin reaccionar. Para las mediciones de cinética, se inyectan
diluciones seriadas dos veces de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con tensioactivo polisorbato 20 al 0,05 %
(TWEEN-20™) (PBST) a 25 °C a una velocidad de flujo de aproximadamente 25 ul/min. Las tasas de asociacion
(kon) y las tasas de disociacion (ko) se calculan usando un modelo de uniéon de Langmuir uno a uno sencillo
(BIACORE® Software de evaluacién version 3.2) ajustando simultaneamente los sensogramas de asociacion y
disociacion. La constante de disociacion en equilibrio (Kd= se calcula como la relacion kei/kon. Véase, por ejemplo,
Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999). Si la tasa on excede 10° Mt st por el ensayo de resonancia de
plasmén de superficie anterior, entonces puede determinarse la tasa on usando una técnica de inactivacion
fluorescente que mide el aumento o la disminucion de la intensidad de emisién de fluorescencia (excitacion = 295
nm; emision = 340 nm, pase de banda 16 nm) a 25 °C de un anticuerpo anti-antigeno 20 nM (forma Fab) en PBS, a
pH 7,2, en presencia de concentraciones en aumento de antigeno como se mide en un espectrometro, tal como un
espectrofotdmetro equipado con parada de flujo (Aviv Instruments) o un espectrofotometro SLM-AMINCO™ serie
8000 (ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.

2. Fragmentos de anticuerpo

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un fragmento de anticuerpo. Los
fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, Fab, Fab’, Fab’-SH, F(ab’),, Fv y fragmentos scFv y otros
fragmentos descritos a continuacion. Para una revisidn de ciertos fragmentos de anticuerpo, véase Hudson et al.
Nat. Med. 9:129-134 (2003). Para una revision de fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Pluckthiin, en The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., (SpringerVerlag, Nueva York), pp. 269-
315 (1994); véase también el documento WO 93/16185; y las patentes de EE.UU. n.° 5.571.894 y 5.587.458. Para el
andlisis de los fragmentos Fab y F(ab"), que comprenden restos de epitopos de unién a receptor silvestre y que
tienen vida media in vivo aumentada, véase la patente de EE.UU. n.° 5.869.046.

Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién a antigeno que pueden ser hivalentes o
biespecificos. Véase, por ejemplo, el documento EP 404.097; el documento WO 1993/01161; Hudson et al., Nat.
Med. 9:129-134 (2003); y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 6444-6448 (1993). Los triacuerpos y los
tetracuerpos también se describen en Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una porcién del dominio
variable de cadena pesada o todo o una porcién del dominio variable de cadena ligera de un anticuerpo. En ciertas
realizaciones, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo de dominio Unico humano (Domantis, Inc., Waltham,
MA,; véase, por ejemplo, patente de EE.UU. n.° 6.248.516 B1).
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Los fragmentos de anticuerpo pueden fabricarse por diversas técnicas, incluyendo pero no limitado a la digestion
proteolitica de un anticuerpo intacto asi como la produccion por células hospedadoras recombinantes (por ejemplo
E. coli o fagos), como se describe en el presente documento.

3. Anticuerpos quiméricos y humanizados

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo quimérico. Se
describen ciertos anticuerpos quimeéricos, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n.° 4.816.567; y Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 81:6851-6855 (1984)). En un ejemplo, un anticuerpo quimérico comprende una region
variable no humana (por ejemplo, una regioén variable derivada de un ratdn, rata, hamster, conejo o primate no
humano, tal como un mono) y una regién constante humana. En un ejemplo adicional, un anticuerpo quimérico es un
anticuerpo de "clase cambiada" en el que la clase o la subclase se ha cambiado de aquella del anticuerpo parental.
Los anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Normalmente, un anticuerpo no
humano se humaniza para reducir la inmunogenicidad a humanos, reteniendo la especificidad y la afinidad del
anticuerpo no humano parental. Generalmente, un anticuerpo humanizado comprende uno o mas dominios variables
en los que las HVR, por ejemplo, CDR, (o porciones de las mismas) derivan de un anticuerpo no humano y los FR (0
porciones de los mismos) derivan de secuencias de anticuerpos humanos. Un anticuerpo humanizado
opcionalmente comprenderd ademas al menos una porcion de una regién constante humana. En algunas
realizaciones, algunos restos de FR en un anticuerpo humano se sustituyen con correspondientes restos de un
anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que derivan las HVR), por ejemplo, para restaurar o mejorar la
especificidad o la afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los métodos para fabricarlos se revisan, por ejemplo, en Almagro y Fransson, Front.
Biosci. 13:1619-1633 (2008) y se describen ademas, por ejemplo, en Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988);
Queen et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. EE.UU. 86:10029-10033 (1989); patentes de EE.UU. n.° 5y 821.337, 7.527.791,
6.982.321 y 7.087.409; Kashmiri et al., Methods 36:25-34 (2005) (que describen injertos de SDR (a-CDR)); Padlan,
Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (que describen "la re-formacién de superficie"); Dall’Acqua et al., Methods 36:43-
60 (2005) (que describen "arrastre de FR"); y Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) y Klimka et al., Br. J. Cancer,
83:252-260 (2000) (que describen el enfoque de "seleccién guiada” al arrastre de FR).

Las regiones marco humanas que pueden usarse para la humanizacion incluyen pero no se limitan a: regiones
marco seleccionadas usando el método de "mejor ajuste” (véase, por ejemplo, Sims et al. J. Immunol. 151:2296
(1993)); regiones marco derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos de un subgrupo particular de
regiones variables de cadena ligera o pesada (véase, por ejemplo, Carter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.,
89:4285 (1992); y Presta et al. J. Immunol., 151:2623 (1993)); regiones marco maduras humanas (soméaticamente
mutadas) o regiones marco de linea germinal humana (véase, por ejemplo, Almagro y Fransson, Front. Biosci.
13:1619-1633 (2008)); y regiones marco derivadas de bibliotecas de FR de deteccion (véase, por ejemplo, Baca et
al., J. Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) y Rosok et al., J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)).

4. Anticuerpos humanos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo humano. Los
anticuerpos humanos pueden producirse usando diversas técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos
humanos se describen generalmente en van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001) y
Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459 (2008).

Los anticuerpos humanos pueden prepararse administrando un inmundgeno a un animal transgénico que se ha
modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a desafio antigénico. Tales animales contienen normalmente todos o una porcion de los loci de
inmunoglobulinas humanas, que reemplazan los loci de inmunoglobulinas enddgenas, o que estan presentes
extracromosémicamente o integradas aleatoriamente en los cromosomas del animal. En tales ratones transgénicos,
los loci de inmunoglobulinas endégenas generalmente se han inactivado. Para una revisiéon de los métodos para
obtener anticuerpos humanos de animales transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Véase
también, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.° 6.075.181 y 6.150.584 que describen la tecnologia
XENOMOUSE™; |a patente de EE.UU. n.° 5.770.429 que describe la tecnologia HUMAB®; la patente de EE.UU. n.°
7.041.870 que describe la tecnologia K-M MOUSE® y la publicaciéon de solicitud de patente de EE.UU. n.° US
2007/0061900, que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Las regiones variables humanas de anticuerpos
intactos generados por tales animales pueden modificarse adicionalmente, por ejemplo, combinando con una region
constante humana diferente.

Los anticuerpos humanos también pueden fabricarse por métodos basados en hibridoma. Se han descrito las lineas
celulares de mieloma humano y de heteromieloma ratén-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales
humanos. (Véase, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et al., J.
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Immunol., 147: 86 (1991)). Los anticuerpos humanos generados a través de la tecnologia de hibridoma de linfocitos
B humanos también se describen en Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 103:3557-3562 (2006). Los métodos
adicionales incluyen aquellos descritos, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n.° 7.189.826 (que describe la
produccion de anticuerpos IgM humanos monoclonales a partir de lineas celulares de hibridoma) y Ni, Xiandai
Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (que describen hibridomas humano-humano). La tecnologia de hibridoma humano
(tecnologia Trioma) también se describe en Vollmers y Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937
(2005) y Vollmers y Brandlein, Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91
(2005).

Los anticuerpos humanos también pueden generarse aislando secuencias de dominios variables de clones Fv
seleccionados de bibliotecas de visualizacion de fagos derivados de humanos. Tales secuencias de dominios
variables pueden combinarse después con un dominio constante humano deseado. Las técnicas para seleccionar
anticuerpos humanos a partir de bibliotecas de anticuerpos se describen a continuacion.

5. Anticuerpos derivados de bibliotecas

Los anticuerpos pueden aislarse explorando bibliotecas combinatorias para anticuerpos con la actividad o
actividades deseadas. Por ejemplo, se conoce en la técnica diversos métodos para generar bibliotecas de
visualizacién de fagos y explorar tales bibliotecas para anticuerpos que posean las caracteristicas de union
deseadas. Tales métodos se revisan, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178:1-37
(O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) y se describen ademas, por ejemplo, en los McCafferty et al.,
Nature 348:552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992);
Marks y Bradbury, en Methods in Molecular Biology 248:161-175 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NY, 2003); Sidhu
et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004).

En ciertos métodos de visualizacién de fagos, los repertorios de los genes VH y VL se clonan separadamente por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en bibliotecas de fagos, que después
pueden explorarse para el fago de union de antigeno como se describe en Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12:
433-455 (1994). Los fagos normalmente visualizan fragmentos de anticuerpos, bien como fragmentos de Fv de
cadena sencilla (scFv) o bien como fragmentos Fab. Las bibliotecas de fuentes inmunizadas proporcionan
anticuerpos de alta afinidad al inmundgeno sin requerir la construccion de hibridomas. Como alternativa, el repertorio
indiferenciado puede clonarse (por ejemplo, de humanos) para proporcionar una Unica fuente de anticuerpos a un
amplio intervalo de no autoantigenos y también autoantigenos sin ninguna inmunizacion como se describe por
Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Finalmente, las bibliotecas indiferenciadas también pueden fabricarse
sintéticamente clonando segmentos de genes V sin reordenar de células madre y usando cebadores de PCR que
contienen secuencias aleatorias para codificar las regiones CDR3 altamente variables y para lograr el
reordenamiento in vitro, como se describe por Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Las
publicaciones de patentes que describen bibliotecas de fagos de anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: la
Patente de EE.UU. n.° 5.750.373 y las Publicaciones de Patentes de EE.UU. n.° 2005/0079574, 2005/0119455,
2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y 2009/0002360.

Los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpos aislados de las bibliotecas de anticuerpos humanas se consideran
anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpos humanos en el presente documento.

6. Anticuerpos multiespecificos

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo multiespecifico,
por ejemplo un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen
especificidades de union por al menos dos sitios diferentes. En ciertas realizaciones, una de las especificidades de
unioén es por CD79b y la otra es por cualquier otro antigeno. En ciertas realizaciones, los anticuerpos biespecificos
pueden unirse a dos epitopos diferentes de CD79b. Los anticuerpos biespecificos también pueden usarse para
localizar agentes citotéxicos para células que expresan CD79b. Los anticuerpos biespecificos pueden prepararse
como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos.

Las técnicas para fabricar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, co-expresion recombinante de
dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulinas que tienen diferentes especificidades (véase
Milstein y Cuello, Nature 305: 537 (1983)), el documento WO 93/08829 y Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655
(1991)), y el disefio por ingenieria "nudos en huecos" (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n.° 5.731.168). Los
anticuerpos multi-especificos también pueden fabricarse disefiando por ingenieria efectos de direccion electrostatica
para fabricar moléculas heterodiméricas de Fc de anticuerpos (documento WO 2009/089004A1); reticulando dos o
mas anticuerpos o fragmentos (véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. n.° 4.676.980 y Brennan et al., Science,
229: 81 (1985)); usando cremalleras de leucina para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo,
Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)); usando tecnologia de "diacuerpos” para fabricar fragmentos
de anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 90:6444-6448
(1993)); y usando dimeros de Fv de cadena sencilla (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber et al., J. Immunol., 152:5368
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(1994)); y preparando anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al. J. Immunol. 147: 60
(1991).

Los anticuerpos disefiados por ingenieria con tres o mas sitios de unién a antigeno funcionales, incluyendo los
"anticuerpos pulpo”, también se incluyen en el presente documento (véase, por ejemplo el documento US
2006/0025576A1).

El anticuerpo o el fragmento en el presente documento también incluye un "FAb de actuacion dual" o "DAF" que
comprende un sitio de unidon a antigeno que se une a CD79b asi como a otro antigeno diferente (véase, el
documento US 2008/0069820, por ejemplo).

7. Variantes de anticuerpo

Se contemplan las variantes de secuencias de aminoacidos de los anticuerpos proporcionados en el presente
documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biologicas del
anticuerpo. Las variantes de secuencia de aminoacidos de un anticuerpo pueden prepararse introduciendo
modificaciones apropiadas en la secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo o por sintesis de péptidos.
Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de y/o inserciones en y/o sustituciones de restos dentro de
las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Cualquier combinacion de delecion, insercion y sustitucion puede
realizarse para llegar a la construccion final, con la condiciéon de que la construccion final posea las caracteristicas
deseadas, por ejemplo, unién a antigeno.

a) Variantes de sustitucion, insercién y delecion

Se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una o mas sustituciones de aminoacidos. Los sitios de interés
para mutagénesis sustitucional incluyen las HVR y los FR. Las sustituciones conservativas se muestran en la Tabla
1 bajo el encabezado de "sustituciones preferidas". Los cambios mas sustanciales se proporcionan en la Tabla 1
bajo el encabezado de "sustituciones a modo de ejemplo”, y como se describe ademas a continuacién con referencia
a las clases de cadena lateral de aminoacidos. Las sustituciones de aminoacidos pueden introducirse en un
anticuerpo de interés y los productos detectaos para una actividad deseada, por ejemplo, unién a antigeno
retenida/mejorada, inmunogenicidad disminuida o ADCC o CDC mejorados.

TABLA 1
Resto original Sustituciones a modo de ejemplo | Sustituciones preferidas

Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gin Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GlIn; Lys; Arg Arg
lle (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina | Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe |lle

Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina | Leu

Los aminoacidos pueden agruparse de acuerdo a las propiedades comunes de las cadenas laterales:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) restos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservativas implicaran el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase.
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Un tipo de variante sustitucional implica sustituir uno 0 mas restos de la region hipervariable de un anticuerpo
parental (por ejemplo un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la variante o variantes resultantes
seleccionadas para su estudio adicional tendran modificaciones (por ejemplo, mejoras) en ciertas propiedades
biologicas (por ejemplo, afinidad aumentada, inmunogenicidad reducida) con respecto al anticuerpo parental y/o
tendran ciertas propiedades biolégicas sustancialmente retenidas del anticuerpo parental. Una variante sustitucional
a modo de ejemplo es un anticuerpo de afinidad madura, que puede generarse convenientemente, por ejemplo,
usando técnicas de maduracion de afinidad basadas en visualizacién de fagos tales como aquellas descritas en el
presente documento. Brevemente, uno 0 mas restos de HVR se mutan y los anticuerpos variantes se visualizan en
fagos y se exploran para una actividad bioldgica particular (por ejemplo, afinidad de union).

Las alteraciones (por ejemplo, sustituciones) pueden realizarse en las HVR, por ejemplo, para mejorar la afinidad del
anticuerpo. Tales alteraciones pueden realizarse en "puntos calientes" de las HVR, es decir, restos codificados por
codones que se someten a mutacion a alta frecuencia durante el proceso de maduracion somatica (véase, por
ejemplo, Chowdhury, Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), y/o SDRs (a-CDR), ensayandose la variante de VH o
VL resultante para la afinidad de unién. Se ha descrito la maduracion de la afinidad construyendo y reseleccionando
de bibliotecas secundarias, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et
al., ed., Human Press, Totowa, NY, (2001)). En algunas realizaciones de la maduracién de afinidad, la diversidad se
introduce en los genes variables elegidos para la maduracion por cualquiera de diversos métodos (por ejemplo, PCR
propensa a errores, intercambio de cadenas o mutagénesis dirigida a oligonucledtidos. Después se crea una
biblioteca secundaria. La biblioteca después se explora para identificar cualquier variante de anticuerpo con la
afinidad deseada. Otro método para introducir diversidad implica enfoques dirigidos a HVR, en los que se aleatorizan
varios restos de HVR (por ejemplo, 4-6 restos a la vez). Los restos de HVR implicados en la unién a antigenos
pueden identificarse especificamente, por ejemplo, usando mutagénesis o modelado de deteccion de alanina.
Normalmente se marcan como diana CDR-H3 y CDR-L3 en patrticular.

En ciertas realizaciones, las sustituciones, inserciones o deleciones pueden ocurrir dentro de una 0 mas HVR
siempre que tales alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo a unirse al antigeno. Por
ejemplo, las alteraciones conservativas (por ejemplo, sustituciones conservativas como se proporciona en el
presente documento) que no reducen sustancialmente la afinidad de unién pueden realizarse en las HVR. Tales
alteraciones pueden ser fuera de los "puntos calientes" de las HVR o SDR. En ciertas realizaciones de las
secuencias VH y VL variantes proporcionadas anteriormente, cada HVR esta inalterada o bien contiene no mas de
una, dos o tres sustituciones de aminoé&cidos.

Un método Util para la identificacién de restos o regiones de un anticuerpo que puede marcarse como diana para la
mutagénesis se denomina "mutagénesis de deteccion de alanina” como se describe por Cunningham y Wells (1989)
Science, 244:1081-1085. En este método, un resto o un grupo de restos diana (por ejemplo, restos cargados tales
como arg, asp, his, lys y glu) se identifican y se reemplazan por un aminoacido neutro o cargado negativamente (por
ejemplo, alanina o polialanina) para determinar si la interaccion del anticuerpo con el antigeno se afecta. Las
sustituciones adicionales pueden introducirse en las localizaciones de aminoacidos que demuestran la sensibilidad
funcional a las sustituciones iniciales. Como alternativa o adicionalmente, se usa una estructura cristalina de un
complejo antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Tales restos de
contacto y restos vecinos pueden marcarse como diana o eliminarse como candidatos para la sustitucion. Las
variantes pueden detectarse para determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones amino- y/o carboxilo-terminales que varian en
longitud de uno resto a polipéptidos que contienen cien 0 mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de restos
de aminoacidos Unicos o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un resto
metionilo N-terminal. Otras variantes de insercién de la molécula de anticuerpo incluyen la fusién al N- o C-terminal
del anticuerpo a una enzima (por ejemplo para ADEPT) o un polipéptido que aumenta la vida media en suero del
anticuerpo.

b) Variantes de glucosilacion

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento se altera para aumentar o disminuir
el grado en el que se glucosila un anticuerpo. La adicién o delecién de sitios de glucosilacion a un anticuerpo puede
lograrse adecuadamente alterando la secuencia de aminoacidos de tal manera que se creen o se retiren uno 0 mas
sitios de glucosilacion.

Donde el anticuerpo comprende una regién Fc, puede alterarse el carbohidrato unido a la misma. Los anticuerpos
nativos producidos por células de mamiferos comprenden normalmente un oligosacarido biantenario que se fija
generalmente por un enlace N al Asn297 del dominio CH2 de la regién Fc. Véase, por ejemplo, Wright et al.
TIBTECH 15:26-32 (1997). El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo, manosa, N-acetil
glucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sidlico, asi como fucosa unida a una GIcNAc en el "tallo" de la estructura
biantenaria de oligosacarido. En algunas realizaciones, las modificaciones del oligosacarido en un anticuerpo
pueden realizarse para crear variantes de anticuerpo con ciertas propiedades mejoradas.
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En una realizacion, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una estructura de carbohidrato que carece
de fucosa unida (directa o indirectamente) a una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en tal anticuerpo
puede ser del 1 % al 80 %, del 1 % al 65 %, del 5 % al 65 % o del 20 % al 40 %. La cantidad de fucosa se determina
calculando la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena de azlcar en Asn297, con respecto a la suma de
todas las glucoestructuras unidas a Asn 297 (por ejemplo, estructuras de manosa complejas, hibridas y altas) como
se mide por espectrometria de masas MALDI-TOF, como se describe en el documento WO 2008/077546, por
ejemplo. Asn297 se refiere al resto asparagina localizado en la posicién aproximada 297 en la region Fc (numeracion
Eu de los restos de la regidon Fc); sin embargo, Asn297 también puede localizarse aproximadamente + 3
aminoéacidos cadena arriba o cadena abajo de la posicion 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido a
variaciones menores de secuencia en los anticuerpos. Tales variantes de fucosilacion pueden tener funcion ADCC
mejorada. Véase, por ejemplo, las Publicaciones de Patente de EE.UU. n.° US 2003/0157108 (Presta, L.); US
2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los ejemplos de publicaciones relacionadas con variantes de
anticuerpo "desfucosiladas" o "deficientes en fucosa" incluyen: el documento US 2003/0157108; el documento WO
2000/61739; el documento WO 2001/29246; el documento US 2003/0115614; el documento US 2002/0164328; el
documento US 2004/0093621; el documento US 2004/0132140; el documento US 2004/0110704; el documento US
2004/0110282; el documento US 2004/0109865; el documento WO 2003/085119; el documento WO 2003/084570; el
documento WO 2005/035586; el documento WO 2005/035778; el documento W02005/053742; el documento
W02002/031140; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614
(2004). Los ejemplos de lineas celulares capaces de producir anticuerpos desfucosilados incluyen células CHO
Lec13 deficientes en fucosilacién de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); Sol. de
Pat. de EE.UU. n.° US 2003/0157108 A1, Presta, L; y el documento WO 2004/056312 Al, Adams et al,
especialmente en el Ejemplo 11) y lineas celulares suprimidas, tales como el gen de la alfa-1,6-fucosiltransferasa,
FUT8, células CHO suprimidas (véase, por ejemplo, Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda,
Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94(4):680-688 (2006); y el documento W02003/085107).

Las variantes de anticuerpo se proporcionan ademas con oligosacaridos biseccionados, por ejemplo, en los que un
oligosacarido biantenario unido a la regidon Fc del anticuerpo se bisecciona por GIcNAc. Tales variantes de
anticuerpo pueden tener fucosilacién reducida y/o funcion ADCC mejorada. Los ejemplos de tales variantes de
anticuerpo se describen, por ejemplo, en el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); la patente de EE.UU.
n.° 6.602.684 (Umana et al.); y el documento US 2005/0123546 (Umana et al.). También se proporcionan variantes
de anticuerpo con al menos un resto galactosa en el oligosacarido unido a la regidon Fc. Tales variantes de
anticuerpo pueden tener funcion CDC mejorada. Tales variantes de anticuerpo se describen, por ejemplo, en el
documento WO 1997/30087 (Patel et al.); en el documento WO 1998/58964 (Raju, S.); y en el documento WO
1999/22764 (Raju, S.).

c¢) Variantes de la region Fc

En ciertas realizaciones, pueden introducirse una o mas modificaciones de aminoacidos en la regiéon Fc de un
anticuerpo proporcionado en el presente documento, generando de esta manera una variante de region Fc. La
variante de la regidon Fc puede comprender una secuencia de region Fc humana (por ejemplo, una regiéon Fc de
IgG1, 1gG2, IgG3 o0 IgG4 humana) que comprende una modificacion de aminoéacidos (por ejemplo una sustitucion) en
una 0 mas posiciones de aminoacidos.

En ciertas realizaciones, la invencion contempla una variante de anticuerpo que posee algunas pero no todas las
funciones efectoras, lo que la hace una candidata deseable para aplicaciones en las que la vida media del
anticuerpo in vivo es importante ya que ciertas funciones efectoras (tales como el complemento y ADCC) son
innecesarias o perjudiciales. Pueden realizarse ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar la
reduccion/agotamiento de las actividades CDC y/o ADCC. Por ejemplo, Pueden realizarse ensayos de unién al
receptor Fc (FCR) para asegurar que el anticuerpo carece de unién a FcyR (por lo tanto probablemente carece de
actividad ADCC), pero retiene la capacidad de uniéon a FcRn. Las células primarias para mediar ADCC, las células
NK, expresan solamente FcyRIIl, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl'y FcyRIIl. La expresion de FcR
en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol.
9:457-492 (1991). Los ejemplos no limitantes de ensayos in vitro para evaluar la actividad ADCC de una molécula de
interés se describe en la Patente de EE.UU. n.° 5.500.362 (véase, por ejemplo, Hellstrom, I. et al. Proc. Nat'l Acad.
Sci. EE.UU. 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. EE.UU. 82:1499-1502 (1985); 5.821.337
(véase Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). Como alternativa, pueden emplearse métodos
de ensayos no radiactivos (véase, por ejemplo, ensayo de citotoxicidad no radiactivo ACTI™ para citometria de flujo
(CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; y ensayo de citotoxicidad no radiactivo CytoTox 96° (Promega, Madison,
WI). Las células efectoras Utiles para tales ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y
células citoliticas naturales (NK). Como alternativa o adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés
puede evaluarse in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como aquel desvelado en Clynes et al. Proc. Nat'l
Acad. Sci. EE.UU. 95:652-656 (1998). También pueden llevarse a cabo ensayos de union a Clg para confirmar que
el anticuerpo es incapaz de unir Clq y por lo tanto carece de actividad CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de unién a
Clg y C3c en el documento WO 2006/029879 y el documento WO 2005/100402. Para evaluar la activacion del
complemento, puede realizarse un ensayo de CDC (véase, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol.
Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al., Blood 101:1045-1052 (2003); y Cragg, M.S. y M.J. Glennie, Blood
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103:2738-2743 (2004)). También pueden realizarse determinaciones de unién a FcRn y aclaramiento in vivo/vida
media usando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Petkova, S.B. et al., Int'l. Immunol. 18(12):1759-
1769 (2006)).

Los anticuerpos con funcién efectora reducida incluyen aquellos con sustitucién de uno o mas de los restos de la
region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (Patente de EE.UU. n.° 6.737.056). Tales mutantes Fc incluyen
mutantes Fc con sustituciones en dos 0 mas de las posiciones de aminoacidos 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo
el denominado mutante Fc "DANA" con sustitucion de los restos 265 y 297 a alanina (Patente de EE.UU. n.°
7.332.581).

Se describen ciertas variantes de anticuerpo con unién a FcR mejorada o disminuida. (Véase, por ejemplo, patente
de EE.UU. n.° 6.737.056; documento WO 2004/056312 y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)).

En ciertas realizaciones, una variante de anticuerpo comprende una regidon Fc con una o mas sustituciones de
aminoacidos que mejoran ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la region Fc
(numeracién Eu de restos).

En algunas realizaciones, las alteraciones se realizan en la regién Fc que resultan en unién a Clq y/o Citotoxicidad
Dependiente del Complemento (CDC) alteradas (es decir, bien mejoradas o disminuidas), por ejemplo, como se
describe en la Patente de EE.UU. n.° 6.194.551, en el documento WO 99/51642 y en Idusogie et al. J. Immunol. 164:
4178-4184 (2000).

Los anticuerpos con vidas medias aumentadas y union mejorada al receptor Fc neonatal (FcRn), que es responsable
de la transferencia de las IgG maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol.
24:249 (1994)), se describen en el documento US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Aquellos anticuerpos comprenden
una regién Fc con una o mas sustituciones en los mismos que mejoran la unién de la regién Fc al FcRn. Tales
variantes Fc incluyen aquellas con sustituciones en uno o mas de los restos de la region Fc: 238, 256, 265, 272, 286,
303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 0 434, por ejemplo, sustituciéon del
resto de la region Fc 434 (Patente de EE.UU. n.° 7.371.826).

Véase también Duncan & Winter, Nature 322:738-40 (1988); patente de EE.UU. n.° 5.648.260; patente de EE.UU.
n.° 5.624.821; y el documento WO 94/29351 que se refieren a otros ejemplos de variantes de la region Fc.

d) Variantes de anticuerpo disefiadas por ingenieria con cisteina

En ciertas realizaciones, puede ser deseable crear anticuerpos disefiados por ingenieria con cisteina, por ejemplo,
"tioMAb", en los que uno o mas restos de un anticuerpo se sustituyen con restos cisteina. En realizaciones
particulares, los restos sustituidos se dan en sitios accesibles del anticuerpo. Sustituyendo estos restos con cisteina,
los grupos tiol reactivos se posicionan de esta manera en sitios accesibles del anticuerpo y pueden usarse para
conjugar el anticuerpo a otros restos, tales como restos de farmacos o restos de conector-farmaco, para crear un
inmunoconjugado, como se describe adicionalmente en el presente documento. En ciertas realizaciones, uno
cualquiera o mas de los siguientes restos puede sustituirse con cisteina: V205 (numeracién Kabat) de la cadena
ligera; A118 (numeracién EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracién EU) de la region Fc de la cadena pesada.
Los ejemplos no limitantes de cadenas pesadas y cadenas ligeras disefiadas por ingenieria con cisteina de un
anticuerpo huMA79bv28 se muestran en la Figura 4 (SEQ ID NO: 39, 54 y 55). Los anticuerpos disefiados por
ingenieria con cisteina pueden generarse como se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n.° 7.521.541.

e) Derivados de anticuerpo

En ciertas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en el presente documento puede modificarse adicionalmente
para contener restos no proteicos adicionales que se conocen en la técnica y estan facilmente disponibles. Los
restos adecuados para la derivatizacion del anticuerpo incluyen pero no se limitan a polimeros hidrosolubles. Los
ejemplos no limitantes de polimeros hidrosolubles incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol (PEG), copolimeros
de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-1,3-
dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (bien homopolimeros o
copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n-vinil pirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, co-
polimeros de oxido de polipropileno/oxido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), alcohol
polivinilico y mezclas de los mismos. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricacién
debido a su estabilidad en agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular y puede estar ramificado o no
ramificado. EI nimero de polimeros unidos al anticuerpo puede variar y, si estd unido mas de un polimero, pueden
ser moléculas iguales o diferentes. En general, el nimero y/o tipo de polimeros usados para la derivatizacién pueden
determinarse basandose en consideraciones que incluyen, pero no se limitan a, las propiedades particulares o
funciones del anticuerpo a mejorarse, si el derivado de anticuerpo se usara en una terapia en condiciones definidas,
etc.

En otra realizacion, se proporcionan conjugados de un anticuerpo y un resto no proteico que puede calentarse
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selectivamente por exposicién a radiacion. En una realizacion, el resto no proteico es un nanotubo de carbono (Kam
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 102: 11600-11605 (2005)). La radiacién puede ser de cualquier longitud de onda
e incluye, pero no se limita a, longitudes de onda que no calientan las células ordinarias, pero que calientan el resto
no proteico a una temperatura a la que las células proximales al anticuerpo-resto no proteico mueren.

B. Métodos recombinantes y composiciones

Los anticuerpos pueden producirse usando métodos y composiciones recombinantes, por ejemplo, como se describe
en patente EE.UU. n.° 4.816.567. En una realizacion, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica un
anticuerpo anti-CD79b descrito en el presente documento. Tal acido nucleico puede codificar una secuencia de
aminoacidos que comprende el VL y/o una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo (por
ejemplo, las cadenas ligera y/o pesada del anticuerpo). En una realizacion adicional, se proporcionan uno o mas
vectores (por ejemplo, vectores de expresion) que comprenden tal acido nucleico. En una realizacion adicional, se
proporciona una célula hospedadora que comprende tal acido nucleico. En una realizacién de este tipo, una célula
hospedadora comprende (por ejemplo, se ha transformado con): (1) un vector que comprende un &cido nucleico que
codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VL del anticuerpo y una secuencia de aminoacidos que
comprende el VH del anticuerpo, o (2) un primer vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia
de aminoéacidos que comprende el VL del anticuerpo y un segundo vector que comprende un acido nucleico que
codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo. En una realizacion, la célula
hospedadora es eucariota, por ejemplo una célula de ovario de hamster chino (CHO) o una célula linfoide (por
ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). En una realizacion, se proporciona un método para fabricar un anticuerpo anti-
CD79b, en el que el método comprende cultivar una célula hospedadora que comprende un acido nucleico que
codifica el anticuerpo, como se proporciona anteriormente, en condiciones adecuadas para la expresion del
anticuerpo y opcionalmente recuperar el anticuerpo de la célula hospedadora (o el medio de cultivo de la célula
hospedadora).

Para la produccién recombinante de un anticuerpo anti-CD79b, un acido nucleico que codifica un anticuerpo, por
ejemplo, como se ha descrito anteriormente, se aisla y se inserta en uno o mas vectores para la clonacién adicional
y/o la expresién en una célula hospedadora. Tal acido nucleico puede aislarse facilimente y secuenciarse usando
procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse
especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo).

Las células hospedadoras adecuadas para la clonacion o la expresién de vectores que codifican anticuerpos
incluyen células procariotas o eucariotas descritas en el presente documento. Por ejemplo, los anticuerpos pueden
producirse en bacterias, en particular cuando no se necesitan la glucosilacién ni la funcion efectora de Fc. Para la
expresion de fragmentos de anticuerpos y polipéptidos en bacterias, véase, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. n.°
5.648.237, 5.789.199 y 5.840.523. (Véase también Charlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed.,
Humana Press, Totowa, NY, 2003); pags. 245-254, que describen la expresion de fragmentos de anticuerpo en E.
coli.). después de la expresion, el anticuerpo puede asilarse de la pasta de células bacterianas en una fraccion
soluble y puede purificarse adicionalmente.

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levaduras son hospedadores
de clonacién o expresion adecuados para vectores que codifican anticuerpos, incluyendo cepas de hongos y
levaduras cuyas rutas de glucosilacion se han "humanizado", dando como resultado la produccion de un anticuerpo
con un patron de glucosilacién parcial o completamente humano. Véase Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414
(2004) y Li et al., Nat. Biotech. 24:210-215 (2006).

Los hospedadores adecuados para la expresion del anticuerpo glucosilado también derivan de organismos
multicelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células vegetales y
de insecto. Se han identificado numerosas cepas baculoviricas que pueden usarse en conjuncién con células de
insecto, particularmente para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

Los cultivos de células vegetales también pueden utilizarse como hospedadores. Véase, por ejemplo, las Patentes
de EE.UU. n.° 5.959.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describen la tecnologia
PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en plantas transgénicas).

También pueden usarse plantas de vertebrados como hospedadores. Por ejemplo, pueden ser Utiles lineas celulares
de mamiferos que estan adaptadas a crecer en suspension. Otros ejemplos de lineas celulares de mamiferos utiles
son la linea CV1 de rifion de mono transformada por sV40 (COS-7); la linea de rifion embriénico humano (células
293 0 293 como se describe, por ejemplo, en Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifion de hamster
neonato (BHK); células de sertoli de ratén (células TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, Biol. Reprod.
23:243-251 (1980)); células de rifion de mono (CV1); células de rifién de mono verde africano (VERO-76); células de
carcinoma cervical humano (HELA); células de rifion canino (MDCK); células de higado de rata bufalo (BRL 3A);
células de pulmén humano (W138); células de higado humano (Hep G2); tumor de mama de ratén (MMT 060562);
células TRI, como se describe, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982); células MCR
5; y células FS4. Otras lineas celulares hospedadoras de mamiferos Utiles incluyen las células de ovario de hamster
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chino (CHO), incluyendo las células DHFR™ CHO (Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 77:4216 (1980)); y las
lineas celulares de mieloma tales como YO0, NSO y Sp2/0. Para una revision de ciertas lineas celulares hospedadoras
de mamiferos adecuadas para la produccion de anticuerpos, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular
Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).

C. Ensayos

Los anticuerpos anti-CD79b proporcionados en el presente documento pueden identificarse, detectarse por o
caracterizarse por sus propiedades fisicas/quimicas y/o actividades biolégicas por diversas pruebas conocidas en la
técnica.

En un aspecto, se ensaya un anticuerpo para su actividad de unién a antigeno, por ejemplo, por métodos conocidos
tales como ELISA, BIACore®, FACS o transferencia Western.

En otro aspecto, pueden usarse ensayos de competicion para identificar un anticuerpo que compite con cualquiera
de los anticuerpos descritos en el presente documento para unirse a CD79b. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
competente tal se une al mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal o conformacional) que se une por un
anticuerpo descrito en el presente documento. Los métodos a modo de ejemplo detallados para mapear un epitopo
al que un anticuerpo se une se proporcionan en Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols”, en Methods in Molecular
Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).

En un ensayo de competicion a modo de ejemplo, se incuba CD79b inmovilizado en una solucién que comprende un
primer anticuerpo marcado que se une a CD79b (por ejemplo, anticuerpo MA79b murino, anticuerpo MA79b.v17
humanizado y/o anticuerpo MA79b.v18 humanizado y/o MA79b.v28 humanizado y/o MA79b.v32 humanizado) y un
segundo anticuerpo sin marcar que se esta ensayando para su capacidad de competir con el primer anticuerpo para
unirse a CD79b. El segundo anticuerpo puede estar presente en un sobrenadante de hibridoma. Como control,
CD79b inmovilizado se incuba en una solucidén que comprende el primer anticuerpo marcado pero no el segundo
anticuerpo sin marcar. Después de la incubacion en condiciones permisivas para la unién del primer anticuerpo a
CD79b, se retira el exceso de anticuerpo sin unir y se mide la cantidad de marca asociada al CD79b inmovilizado. Si
la cantidad de marca asociada al CD79b inmovilizado se reduce sustancialmente en la muestra de ensayo relativa a
la muestra control, entonces eso indica que el segundo anticuerpo esta compitiendo con el primer anticuerpo por la
unién a CD79b. En ciertas realizaciones, el CD79b inmovilizado esta presente en la superficie de una célula o en
una preparacion de membrana obtenida de una célula que expresa CD79b en su superficie. Véase Harlow y Lane
(1988) Antibodies: A Laboratory Manual ch.14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

D. Inmunoconjugados

La invenciéon también desvela inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo anti-CD79b en el presente
documento conjugado a uno 0 mas agentes citotoxicos, tales como agentes o farmacos quimioterapéuticos, agentes
inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas proteicas, toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de las mismas) o is6topos radiactivos (es decir, un
radioconjugado).

Los inmunoconjugados permiten el envio de un resto de farmaco a un tumor y, en algunas realizaciones la
acumulacion intracelular de los mismos, donde la administracién sistémica de farmacos sin conjugar puede dar como
resultado niveles inaceptables de toxicidad para las células normales (Polakis P. (2005) Current Opinion in
Pharmacology 5:382-387).

Los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) son moléculas quimioterapéuticas marcadas como diana que combinan
propiedades tanto de anticuerpos como de farmacos citotoxicos marcando como diana farmacos citotéxicos potentes
a células tumorales que expresan antigenos (Teicher, B.A. (2009) Current Cancer Drug Targets 9:982-1004),
potenciando de esta manera el indice terapéutico maximizando la efectividad y minimizando la toxicidad hacia las no
dianas (Carter, P.J. and Senter P.D. (2008) The Cancer Jour. 14(3):154-169; Chari, R.V. (2008) Acc. Chem. Res.
41:98-107.

Los compuestos ADC de la invencion incluyen aquellos con actividad anticancer. En algunas realizaciones, los
compuestos ADC incluyen un anticuerpo conjugado, es decir, unido covalentemente, al resto farmacolégico. En
algunas realizaciones, el anticuerpo esta covalentemente unido al resto farmacoldgico a través de un conector. Los
conjugados anticuerpo farmaco (ADC) de la invencion transportan selectivamente una dosis eficaz de un farmaco a
un tejido tumoral por lo que puede lograrse mayor selectividad, es decir una dosis efectiva mas baja, mientras que se
aumenta el indice terapéutico ("ventana terapéutica").

El resto farmacolégico (D) de los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) puede incluir cualquier compuesto, resto o
grupo que tenga un efecto citotdxico o citostatico. Los restos farmacologicos a modo de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a, pirrolobenzodiazepina (PBD) y derivados de los mismos que tienen actividad citotdxica. Los ejemplos no
limitantes de tales inmunoconjugados se analizan con mayor detalle a continuacion.
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1. Conjugados Anticuerpo-farmaco a modo de ejemplo

Una realizacion a modo de ejemplo de un compuesto conjugado anticuerpo-farmaco (ADC) comprende un
anticuerpo (Ac) que marca como diana una célula tumoral, un resto farmacolégico (D) y un resto conector (L) que fija
Ac a D. En algunas realizaciones, el anticuerpo se fija al resto conector (L) a través de uno o mas restos de
aminoacidos, tales como lisina y/o cisteina.

Un ADC a modo de ejemplo tiene la Férmula I:
Ac-(L-D)p I

donde p es 1 a aproximadamente 20. En algunas realizaciones, el nimero de restos farmacolégicos que puede
conjugarse a un anticuerpo se limita por el niumero de restos cisteina libres. En algunas realizaciones, los restos
cisteina libres se introducen en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo por los métodos descritos en el presente
documento. Los ADC a modo de ejemplo de Férmula | incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos que tienen 1, 2, 3 0
4 aminoacidos cisteina disefiados por ingenieria (Lyon, R. et al (2012) Methods in Enzym. 502:123-138). En algunas
realizaciones, uno 0 mas restos cisteina libres ya estan presentes en un anticuerpo, sin el uso de disefiar por
ingenieria, en cuyo caso los restos cisteina libres existentes pueden usarse para conjugar el anticuerpo a un
farmaco. En algunas realizaciones, un anticuerpo se expone a condiciones reductoras antes de la conjugacién del
anticuerpo para generar uno 0 mas restos cisteina libres.

a) Conectores a modo de ejemplo

Un "Conector" (L) es un resto bifuncional o multifuncional que puede usarse para conectar uno 0 mas restos
farmacolégicos (D) a un anticuerpo (Ac) para formar un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC) de Férmula I. En
algunas realizaciones, los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) pueden prepararse usando un Conector que tiene
funcionalidades reactivas para unirse covalentemente al farmaco y al anticuerpo. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un tiol de cisteina de un anticuerpo (Ac) puede formar un enlace con un grupo funcional reactivo de un
conector o un intermedio farmaco-conector para fabricar un ADC.

En un aspecto, un conector tiene una funcionalidad que es capaz de reaccionar con una cisteina libre presente en un
anticuerpo para formar un enlace covalente. Tales funcionalidades reactivas a modo de ejemplo no limitantes
incluyen maleimida, haloacetamidas, a-haloacetilo, ésteres activados tales como ésteres de succinimida, ésteres de
4-nitrofenilo, ésteres de pentafluorofenilo, ésteres de tetrafluorofenilo, anhidridos, cloruros acidos, cloruros de
sulfonilo, isocianatos e isotiocianatos. Véase, por ejemplo, el método de conjugacién en la pagina 766 de Klussman,
et al (2004), Bioconjugate Chemistry 15(4):765-773 y los Ejemplos en el mismo.

En algunas realizaciones, un conector tiene una funcionalidad que es capaz de reaccionar con un grupo electréfilo
presente sobre un anticuerpo. Tales grupos electréfilos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, grupos
carbonilo aldehido y cetona. En algunas realizaciones, un heteroatomo de la funcionalidad reactiva del conector
puede reaccionar con un grupo electréfilo en un anticuerpo y formar un enlace covalente a una unidad de anticuerpo.
Tales funcionalidades reactivas a modo de ejemplo no limitantes incluyen, pero no se limitan a, hidrazida, oxima,
amino, hidrazina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidrazina y arilhidrazida.

Un conector puede comprender uno 0 mas componentes conectores. Los componentes conectores a modo de
ejemplo incluyen 6-maleimidocaproilo ("MC"), maleimidopropanoilo ("MP"), valina-citrullina ("val-cit" o "vc"), alanina-
fenilalanina ("ala-phe"), p-aminobenziloxicarbonilo (un "PAB"), 4-(2-piridiltio) pentanoato de N-succinimidilo ("SPP") y
ciclohexan-1 carboxilato de 4-(N-maleimidometilo) ("MCC"). Diversos componentes conectores se conocen en la
técnica, algunos de los cuales se describen a continuacion.

Un conector puede ser un "conector escindible”, facilitando la liberacién de un farmaco. Los conectores escindibles a
modo de ejemplo no limitantes incluyen conectores labiles a acidos (por ejemplo, que comprenden hidrazona),
conectores sensibles a proteasa (por ejemplo, sensibles a peptidasa), conectores fotolabiles o conectores que
contienen disulfuro (Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992); documento US 5208020).

En ciertas realizaciones, un conector tiene la siguiente Férmula II:

AaWau-Yy-
en la que A es una "unidad extensora" y a es un numero entero de 0 a 1; W es una "unidad de aminoacido" y w es
un nimero entero de 0 a 12; Y es una "unidad espaciadora” e y es 0, 1 0 2. Un ADC que comprende el conector de
Formula 1l tiene la Formula 1(A): Ac-(Aa-Ww-Yy-D)p, en la que Ac, D y p se definen como anteriormente para la
Formula I. Las realizaciones a modo de ejemplo de tales conectores se describen en la Patente de EE.UU. n.°
7.498.298, que se incorpora expresamente en el presente documento por referencia.

En algunas realizaciones, un componente conector comprende una "unidad extensora" (A) que conecta un
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anticuerpo a otro componente conector 0 a un resto farmacoldgico. Las unidades extensoras a modo de ejemplo no
limitantes se muestran a continuacion (en las que la linea ondulada indica sitios de unién covalente a un anticuerpo,
farmaco o componentes conectores adicionales):

O MC

O MP
0O
I o
é‘E/éN/\/j\hI,/\/o\/\o/\[(
H 0
O mPEG

fx)LNW\/\g}% |

En algunas realizaciones, un componente conector comprende una "unidad de aminoacido" (W). En algunas de
dichas realizaciones, la unidad de aminoacidos permite la escision del conector por una proteasa, facilitando de esta
manera la liberacion del farmaco del inmunoconjugado tras la exposicion a proteasas intracelulares, tales como las
enzimas lisosémicas (Doronina et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21:778-784). Las unidades de aminoacidos a modo de
ejemplo incluyen, dipéptidos, tripéptidos, tetrapéptidos y pentapéptidos. Los dipéptidos a modo de ejemplo incluyen,
valina-citrulina (vc o val-cit), alanina-fenilalanina (af o ala-phe); fenilalanina-lisina (fk o phe-lys); fenilalanina-
homoalisina (phe-homolys); y N-metil-valina-citrulina (Me-val-cit). Los tripéptidos a modo de ejemplo incluyen, glicina-
valina-citrulina (gly-val-cit) y glicina-glicina-glicina (gly-gly-gly). Una unidad de aminoacidos puede comprender restos
de aminoacidos de origen natural y/o aminoacidos minoritarios y/o analogos de aminoacidos de origen no natural,
tales como la citrulina. Las unidades de aminoacidos pueden disefiarse y optimizarse para la escisidon enzimatica por
una enzima particular, por ejemplo, una proteasa asociada a tumor, catepsina B, C y D o0 una proteasa de plasmina.

Normalmente, los conectores tipo péptido pueden prepararse formando un enlace peptidico entre dos o mas
aminoacidos y/o fragmentos peptidicos. Tales enlaces peptidicos pueden prepararse, por ejemplo, de acuerdo con
un método de sintesis de fase liquida (por ejemplo, E. Schroder y K. Liibke (1965) "The Peptides", volumen 1, pag.
76-136, Academic Press).

En algunas realizaciones, un componente conector comprende una unidad "espaciadora” que conecta el anticuerpo
a un resto farmacoldgico, bien directamente o a través de una unidad extensora y/o una unidad de aminoacidos. Una
unidad espaciadora puede ser "auto-inmolativa" o "no auto-inmolativa". Una unidad espaciadora "no auto-inmolativa"
es una en la que parte o toda la unidad espaciadora se mantiene unida al resto farmacolégico tras la escision del
ADC. Los ejemplos de unidades espaciadoras no auto-inmolativas incluyen, pero no se limitan a, una unidad
espaciadora de glicina y una unidad espaciadora de glicina-glicina. En algunas realizaciones, la escision enzimatica
de un ADC que contiene una unidad espaciadora de glicina-glicina por una proteasa asociada a célula tumoral
resulta en la liberaciéon de un resto glicina-glicina-farmaco del resto del ADC. En algunas de dichas realizaciones, el
resto glicina-glicina-fArmaco se somete a una etapa de hidrdlisis en la célula tumoral, escindiendo de esta manera la
unidad espaciadora glicina-glicina del resto farmacol6gico.

Una unidad espaciadora "auto-inmolativa" permite la liberacién del resto farmacoldgico. En ciertas realizaciones, una
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unidad espaciadora de un conector comprende una unidad p-aminobencilo. En algunas de dichas realizaciones, un
alcohol p-aminobencilico se une a una unidad de aminoacidos a través de un enlace amida y se produce un
carbamato, un metilcarbamato o un carbonato entre el alcohol bencilico y el farmaco (Hamann et al. (2005) Expert
Opin. Ther. Patents (2005) 15:1087-1103). En algunas realizaciones, la unidad espaciadora comprende p-
aminobenciloxicarbonilo (PAB). En algunas realizaciones, un ADC que comprende un conector auto-inmolativo tiene

la estructura:
Qnm
=|=
Ab—A,-W —NHO—\
= \_7/ 0-C-X-D
0]

p

en la que Q es alquilo C;-Cg, -O-(alquilo C1-Cg), -halégeno, -nitro o -ciano; m es un ndmero entero que varia de 0 a
4; X puede ser una o mas unidades espaciadoras adicionales o puede estar ausente; y p varia de 1 a
aproximadamente 20. En algunas realizaciones, p varia de 1 a 10,de 1 a 7,de 1 a 5 0 de 1 a 4. Las unidades
espaciadoras X a modo de ejemplo incluyen:

Ri

. |
—N N— \N/\/NTO\/
__/ i I .
y 2 5

en las que R; y R2 se seleccionan independientemente de H y alquilo C1-Cs. En algunas realizaciones, R1 y R2 son
cada uno - CHs.

Otros ejemplos de espaciadores auto-inmolativos incluyen, compuestos aromaticos que son electrénicamente
similares al grupo PAB, tales como derivados de 2-aminoimidazol-5-metanol (Patente de EE.UU. n.° 7.375.078; Hay
et al. (1999) Bioorg. Med. Chem. Lett. 9:2237) y orto- o para-aminobencilacetales. En algunas realizaciones, pueden
usarse espaciadores que se someten a ciclacion tras la hidrdlisis del enlace amida, tales como las amidas del acido
4-aminobutirico sustituidas y no sustituidas (Rodrigues et al (1995) Chemistry Biology 2:223), sistemas de anillos
biciclo[2.2.1] y biciclo[2.2.2] (Storm et al (1972) J. Amer. Chem. Soc. 94:5815) y amidas del acido 2-
aminofenilpropiénico (Amsberry, et al (1990) J. Org. Chem. 55:5867). La unién de un farmaco al carbono a de un
resto glicina es otro ejemplo de un espaciador auto-inmolativo que puede ser (til en ADC (Kingsbury et al (1984) J.
Med. Chem. 27:1447).

En algunas realizaciones, el conector L puede ser un conector tipo dendritico para la unién covalente de mas de un
resto farmacolégico a un anticuerpo a través de una ramificacion de un resto conector multifuncional (Sun et al
(2002) Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 12:2213-2215; Sun et al (2003) Bioorganic & Medicinal Chemistry
11:1761-1768). Los conectores dendriticos pueden aumentar la relacion molar de farmaco a anticuerpo, es decir la
carga, que esta relacionada con la potencia del ADC. Por lo tanto, donde un anticuerpo lleva solamente un grupo tiol
cisteina reactivo, puede unirse una multitud de restos farmacoldgicos a través de un conector dendritico.

Los conectores a modo de ejemplo se muestran a continuacién en el contexto de un ADC de Férmula I:
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\ Y
H o] f p
HN
) NH, val-cit
O
0 H O
Ab N\/\/\)l\ N D
S N 7Y
o) H o ~
s p
Py
0 'NH, MC-val-cit
O
O
0 H O O/U\D
Ab !
N\/\/\)j\ N
S N v lil
H p—9
o) o) f H p
HN
07 "NH, MC-val-cit-PAB

en la que R: y Rz se seleccionan independientemente de H y alquilo C1-Cs. En algunas realizaciones, R1 y R2 son
5 cadauno - CHs.

NH,
Q ? "oy 9 H
o = o}
e}
0.0
P

D Phe-homoLys-PAB-AD;

en laque nes 0a12. En algunas realizaciones, n es 2 a 10. En algunas realizaciones, n es 4 a 8.
10
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Los ADC a modo de ejemplo adicionales incluyen las estructuras:

(.1 o
Il
Ab /E‘éN_X‘C_D Ab——S—CH,C—Y—C—D
s
(0] P
o)
i
ﬁ A —CHZOC—D
Ab—~S—CH,C—D S \

P

0 0
n H I
Ab—S—CH,C—N C—+D

donde X es:
£,
' hY
s N
______ Nh s & A SN & o % oo, J T T S N reeeeeaes
f;” ns \ ‘;.} g’:—fﬁ: 3{5 \*-.,.\. ‘::{;.-H\‘»Q f
X { .
X oonnnsd
\M\ {;‘:"} ‘?“)'my_'.c'
3 “ o K T
______ T I # e ™ N SN
L B X ..:- L S {I"::H £ } N -{\, ‘,‘:v‘\
. N & E i \’\.\\ "\.:"‘
Rt % S
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i
Y E E
R W \\-"H;‘ s H
........ g - N\ S :-;r N Y
""""" (\ X & o TR {.JH"P};‘: T ih"i"'"'i 'JMH‘? }f’j T
Y i \ o8 | : &
M = ;‘Q
Y es:

R = R
—'I\‘_@o —lll—(CHg)n—

cada R es independientemente H o alquilo C;-Cs; ynes 1 a 12.

En algunas realizaciones, un conector esta sustituido con grupos que modulan la solubilidad y/o la reactividad. Como
un ejemplo, un sustituyente cargado tal como sulfonato (-SO3’) 0 amonio puede aumentar la solubilidad en agua del
reactivo conector y facilitar la reaccién de acoplamiento del reactivo conector con el anticuerpo y/o el resto
farmacolégico o facilitar la reaccién de acoplamiento de Ac-L (intermedio anticuerpo-conector) con D o D-L
(intermedio farmaco-conector) con Ac, dependiendo de la ruta sintética empleada para preparar el ADC. En algunas
realizaciones, una porcion del conector esta acoplada al anticuerpo y una porcién del conector esta acoplada al

farmaco y entonces el Ac-(porcion conectora)® esté acoplado al farmaco (porcion conectora)b para formar el ADC de
Formula I.

Los compuestos de la invencion contemplan expresamente ADC preparados con los siguientes reactivos conectores:
bis-maleimido-trioxietilenglicol (BMPEO), éster de N-(B-maleimidopropiloxi)-N-hidroxi succinimida (BMPS), éster de
N-(e-maleimidocaproiloxi) succinimida (EMCS), éster de N-[y-maleimidobutiriloxi]succinimida (GMBS), 1,6-hexan-bis-
vinilsulfona (HBVS), 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxi-(6-amidocaproato) de succinimidilo (LC-SMCC), éster

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2643 225713

de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), hidrazida del acido 4-(4-N-Maleimidofenil)butirico (MPBH), 3-
(bromoacetamido)propionato  de  succinimidilo  (SBAP), yodoacetato de succinimidilo  (SIA), (4-
yodoacetil)aminobenzoato de succinimidilo (SIAB), N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), N-succinimidil-
4-(2-piridiltio)pentanoato (SPP), 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), 4-(p-
maleimidofenil)butirato de succinimidilo (SMPB), 6-[(beta-maleimidopropionamido)hexanoato] de succinimidilo
(SMPH), iminotiolano (IT), sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC vy sulfo-SMPB
y succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato (SVSB) e incluyendo reactivos bis-maleimida: ditiobismaleimidoetano (DTME),
1,4-Bismaleimidobutano (BMB), 1,4 Bismaleimidil-2,3-dihidroxibutano (BMDB), bismaleimidohexano (BMH),
bismaleimidoetano (BMOE), BM(PEG), (mostrado a continuacion) y BM(PEG); (mostrado a continuacion); derivados
bifuncionales de imidoésteres (tales como adipimidato de dimetilo HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidilo
de suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenediamina), diisocianatos (tales
como 2,6-diisocianato de tolueno) y compuestos de flior bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). En
algunas realizaciones, los reactivos bis-maleimida permiten la fijacion del grupo tiol de una cisteina en el anticuerpo
a un resto farmacolégico que contiene tiol, un conector o un intermedio conector-farmaco. Otros grupos funcionales
que son reactivos con grupos tiol incluyen, pero no se limitan a, yodoacetamida, bromoacetamida, piridina de vinilo,
disulfuro, disulfuro de piridilo, isocianato e isotiocianato.

o)
0 \ O 0
N/\/O\/\O/\’N N/\,O\/\O/\/O\/\N
\ o) \ /
(@] (0] O

BM(PEG), BM(PEG);

Ciertos reactivos conectores Utiles pueden obtenerse de diversas fuentes comerciales, tales como Pierce
Biotechnology, Inc. (Rockford, IL), Molecular Biosciences Inc.(Boulder, CO) o sintetizarse de acuerdo con
procedimientos descritos en la técnica; por ejemplo, en Toki et al (2002) J. Org. Chem. 67:1866-1872; Dubowchik, et
al. (1997) Tetrahedron Letters, 38:5257-60; Walker, M.A. (1995) J. Org. Chem. 60:5352-5355; Frisch et al (1996)
Bioconjugate Chem. 7:180-186; el documento US 6214345; el documento WO 02/088172; el documento US
2003130189; el documento US2003096743; el documento WO 03/026577; el documento WO 03/043583; y el
documento WO 04/032828.

El 4cido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilentriaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un agente
guelante a modo de ejemplo para la conjugacién del radionucleétido al anticuerpo. Véase, por ejemplo, el documento
W094/11026.

b) Restos farmacolégicos a modo de ejemplo

En algunas realizaciones, un ADC comprende una pirrolobenzodiazepina (PBD). En algunas realizaciones, los
dimeros PBD reconocen y se unen a secuencias de ADN especificas. El producto natural antramicina, una PBD, se
informo por primera vez en 1965 (Leimgruber, et al., (1965) J. Am. Chem. Soc., 87:5793-5795; Leimgruber, et al.,
(1965) J. Am. Chem. Soc., 87:5791-5793). Desde entonces, se han informado un niumero de PBD, tanto de origen
natural como andlogos (Thurston, et al., (1994) Chem. Rev. 1994, 433-465 incluyendo dimeros del armazén PBD
triciclico (documento US 6884799; el documento US 7049311; el documento US 7067511; el documento US
7265105; el documento US 7511032; el documento US 7528126; documento US 7557099). Sin desear quedar
ligados a teoria alguna, se cree que la estructura dimérica imparte la forma tridimensional apropiada para la
isohelicidad con el surco menor del ADN forma B, dando lugar a un ajuste perfecto en el sitio de unién (Kohn, In
Antibiotics Ill. Springer-Verlag, Nueva York, pp. 3-11 (1975); Hurley y Needham-VanDevanter, (1986) Acc. Chem.
Res., 19:230-237). Los compuestos PBD diméricos que llevan sustituyentes arilo C2 se han demostrado ser Utiles
como agentes citotoxicos (Hartley et al (2010) Cancer Res. 70(17):6849-6858; Antonow (2010) J. Med. Chem.
53(7):2927-2941; Howard et al (2009) Bioorganic and Med. Chem. Letters 19(22):6463-6466).

Los dimeros PBD se han conjugado con anticuerpos y los resultantes ADC mostraron tener propiedades anti-cancer.
Los sitios de unién a modo de ejemplo no limitantes en el dimero PBD incluyen el anillo pirrolo de cinco miembros, el
éter entre las unidades PBD y el grupo imina N10-C11 (documento WO 2009/016516; documento US 2009/304710;
documento US 2010/047257; documento US 2009/036431; documento US 2011/0256157; documento WO
2011/130598).

Los componentes diméricos de PBD a modo de ejemplo de los ADC son de Férmula A:
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R’IG R6
y las sales y solvatos de la misma, en la que:

la linea ondulada indica el sitio de unién covalente al conector;

Ias lineas de puntos indican la presencia opcional de un doble enlace entre C1y CZ oC2 y C3;

R’ se selecciona independientemente de H, OH, =O, =CH,, CN, R, OR =CH-R®, -C(R )2, O-SO2-R, CO2R y
COR y opcionalmente ademas seleccionado de halo o dihalo, en la que RP se selecmona independientemente de
R COzR COR, CHO, CO2H y halo;

R y R’ se seleccionan independientemente de H, R, OH, OR, SH, SR, NHz, NHR, NRR’, NO, MesSn y halo;

R’ se selecciona independientemente de H, R, OH, OR, SH, SR, NHz, NHR, NRR’, NO, Me3Sn y halo;

Q se selecciona independientemente de O, S y NH;

R* esbienHoR 0, donde Q es O, SO3M, donde M es un catién metalico;

cada uno de R y R’ se seleccionan independientemente de alquilo Ci.12 opcionalmente sustituido, grupos
heterociclilo Cs.2 y arilo Cs.20 y opcionalmente en relacion al grupo NRR', Ry R' junto con el &tomo de nitrégeno
al que estan unldos forman un anillo heterouchco de 4 5, 6 0 7 miembros opcionalmente sustituido;

R™, R™, R™y R son como se definen para R?, R®, R’ y R’ respectivamente;

R" es un grupo alquileno Cs.12, cuya cadena puede interrumpirse por uno o mas heteroatomos, por ejemplo O, S,
N(H), NMe y/o anillos aromaticos, por ejemplo benceno o piridina, cuyos anillos estan opcionalmente sustituidos;

y
Xy X' se seleccionan independientemente de O, Sy N(H).

En algunas realizaciones, R° y R™ son H.
En algunas realizaciones, R® y R* son H.

En algunas realizaciones, R’y R' son ambos OR™, donde R’ es alquilo Cy.4 opcionalmente sustituido. En algunas
realizaciones, R™ es Me. En algunas realizaciones, R’ es CH,Ph, donde Ph es un grupo fenilo.

En algunas realizaciones, X es O.
En algunas realizaciones, R es H.
En algunas realizaciones, hay un doble enlace entre C2 y C3 en cada unidad monomérica.

En algunas realizaciones, R? y R'? se seleccionan mdependlentemente de Hy R. En algunas realizaciones, R? y R
son independientemente H. En algunas realizaciones, R? y R son |ndepend|entemente arilo Cs.20 0 arilo Cs.7 0 arilo
Cs.10 opcionalmente sustituidos. En algunas realizaciones, R® y R'? son |ndepend|entemente fenllo tienilo, naftilo
piridilo, quinolinilo o isoquinolinilo opuonalmente sustltmdos En algunas reahzamones R y R' se seleccionan
independientemente de =0, CHz, =CH-RP y C(R )2. En algunas reahzamones R y R'? son cada uno =CH,. En
algunas reallzaC|ones R? y R'? son cada uno H. En algunas reahzamones R? ¥ R'? son cada uno =O. En algunas
realizaciones, R’ yR son cada uno =CF,. En algunas reahzamones R? y/lo R™ son independientemente C(R )2.
En algunas realizaciones, R? ylo R'? son independientemente =CH- RP.

En algunas realizaciones, cuando R? ylo R'? es =CH-R®, cada grupo puede tener independientemente cualquier
configuraciéon mostrada a continuacion:
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En algunas realizaciones, un =CH-RP esta en configuracion (1).
En algunas realizaciones, R" es un grupo alquileno Cz o un grupo alquileno Cs.

En algunas realizaciones, un componente dimérico PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de

Formula A(l):
N
\  OH
H
A n
N\«. : OMe OMe : .‘”/N
O O

En algunas realizaciones, un componente dimérico PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de
Formula A(I):

A(D);

enlaquenes0o1.

A(IT);
enlaquenes0o1.

En algunas realizaciones, un componente dimérico PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de

Formula A(IIN):
Na'
\  OH
=N O\/{/\/l/\/o N
H
s n
N\(\ : OMe OMI:g//N ~_RF
(0] (0]

se seleccionan cada una independientemente de H o R en la que R es como se define

A(TID);

Eu

en la que RFy R
anteriormente; y
enlaquenes0o1l.

En algunas realizaciones, n es 0. En algunas realizaciones, n es 1. En algunas realizaciones, RE g/o RE" es H. En
algunas realizaciones, RF y R" son H. En algunas realizaciones, R® y/o R" es R®, en el que R® es alquilo C1.12
opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, R y/o R™" es RP, en el que R® es metilo.

En algunas realizaciones, un componente dimérico PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de
Formula A(IV):

nHN
\  OH
=N o o N
/HC( ” I:gr )
N OMe OMe N
AT & Ar?
O (0]

en la que Art y Ar? estan independientemente cada uno opcionalmente sustituidos arilo Cs.zo; en la que Art y Ar?
pueden ser iguales o diferentes; y

A(IV);
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enlaquenes0o 1.

En algunas realizaciones, un componente dimérico PBD a modo de ejemplo de un ADC tiene la estructura de
Formula A(V):

\  OH
N
H
N
Ar' Ar?
o A(V);

en la que Art y Ar® estan independientemente cada uno opcionalmente sustituidos arilo Cs.2o; en la que Art y Ar?
pueden ser iguales o diferentes; y
enlaquenes0o 1.

En algunas realizaciones, Ar! and Ar® se seleccionan cada uno |ndepend|entemente de fenilo, furanilo, tiofenilo y
piridilo opcionalmente sustituidos. En algunas reahzamones Ar and Ar® son cada uno independientemente fenilo
opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, Art and Ar? son cada uno independientemente tien-2-ilo o tien-3-
ilo opcionalmente sustituidos. En algunas realizaciones, Ar' and Ar® son cada uno independientemente quinolinilo o
isoquinolinilo opcionalmente sustituidos. El grupo quinolinilo o isoquinolinilo puede estar unido al nucleo de PBD a
través de cualquier posicién de anillo disponible. Por ejemplo, el quinolinilo puede ser quinolin-2-ilo, quinolin-3-ilo,
quinolin-4-ilo, quinolin-5-ilo, quinolin-6-ilo, quinolin-7-ilo y quinolin-8-ilo. En algunas realizaciones, el quinolinilo se
selecciona de quinolin-3-ilo y quinolin-6-ilo. El isoquinolinilo puede ser isoquinolin-1-ilo, isoquinolin-3-ilo, isoquinolin-
4-ilo, isoquinolin-5-ilo, isoquinolin-6-ilo, isoquinolin-7-ilo e isoquinolin-8-ilo. En algunas realizaciones, el isoquinolinilo
se selecciona de isoquinolin-3-ilo y isoquinolin-6-ilo.

Los componentes diméricos PBD a modo de ejemplo adicionales de ADC son de Férmula B:

Nt
\  OH
N
H
N S A RV2
O B

y las sales y solvatos de la misma, en la que:

la linea ondulada indica el sitio de unién covalente al conector;

Ia Imea ondulada conectada al OH indica la configuracion S o R;

RY y R"2 se seleccionan independientemente de H, metilo, etilo y fenilo (cuyo fenilo puede estar opcionalmente
sustituido con fluoro, particularmente en la posicion 4) y heterociclilo Cs.; en el que RY y R pueden ser iguales
o diferentes; y

nesOol.

En algunas realizaciones, RV y R"? se seleccionan independientemente de H, fenilo y 4-fluorofenilo.

En algunas realizaciones, un conector puede unirse en uno o diversos sitios del resto farmacolégico de dimero PBD,
incluyendo la imina N10 del anillo B, la posicion C-2 endo/exo del anillo C o la unidad téter que conecta los anillos A
(véase las estructuras C(I) y C(Il) a continuacion).

Los componentes diméricos PBD a modo de ejemplo de ADC incluyen las Férmulas C(l) y C(ll):

R, Ry
: @ O\/fxl)n\/o 1[:1)\ H
z z N_ 2l Ry
o Rj% Rs O R, oo
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R4 R4
=N O ¢ N
H, @ \/‘6)(?\/ 10 H
B n
o AN z z N 2le Ry
° 0 Rj3 Rs O

Ro C(II)

Las Formulas C(l) y C(ll) se muestran en su forma imina N10-C11. Los restos farmacolégicos PBD a modo de
ejemplo también incluyen igualmente las formas carbinolamina y carbinolamina protegida, como se muestra en la
tabla a continuacion:

H Ri2
N \ OH \ ORyq
s N
N\ /N\< ~
Imina . .
Carbinolamina Carbinolamina protegida

en la que:

XesCHz(n=1a5),N,u0;

Z y Z' seleccionan independientemente de OR y NR», donde R es una cadena de alquilo primario, secundario o
terciario que contiene 1 a 5 atomos de carbono;

Ri1, R'1, R2 y R’2 cada uno se selecciona independientemente de H, alquilo C;-Cg, alquenilo C»-Cg, alquinilo C»-Cs,
arilo Cs.zo (incluyendo arilos sustituidos), grupos heteroarilo Cs.oo, -NH2, -NHMe, -OH y -SH, donde, en algunas
realizaciones, las cadenas alquilo, alquenilo y alquinilo comprenden hasta 5 atomos de carbono;

Rs y R’s se seleccionan independientemente de H, OR, NHR y NR3, donde R es una cadena de alquilo primario,
secundario o terciario que contiene 1 a 5 atomos de carbono;

R4y R’4 se seleccionan independientemente de H, Me y OMe;

Rs se selecciona de alquilo C1-Cg, alquenilo Cz-Cg, alquinilo C,-Csg, arilo Cs.zo (incluyendo arilos sustituidos con
halo, nitro, ciano, alcoxi, alquilo, heterociclilo) y grupos heteroarilo Cs.o, donde, en algunas realizaciones, las
cadenas alquilo, alquenilo y alquinilo comprenden hasta 5 atomos de carbono;

Ri11 es H, alquilo C1-Cs o un grupo protector (tal como acetilo, trifluoroacetilo, t-butoxicarbonilo (BOC),
benciloxicarbonilo (CBZ), 9-fluorenilmetilenoxicarbonilo (Fmoc) o un resto que comprende una unidad auto-
inmolativa tal como valina-citrulina-PAB);

Ri2 es H, alquilo C;-Cg 0 un grupo protector;

en el que un hidrogeno de uno de Ri, R'1, Rz, R'2 0 Ri2 0 un hidrégeno del espaciador -OCH,CH;(X),CH2CH-0-
entre los anillos A se reemplaza por un enlace conectado al conector del ADC.

Las porciones de dimero PBD a modo de ejemplo de ADC incluyen, pero no se limitan a (la linea ondulada indica el
sitio de unién covalente al conector):

H, /= O~ H
4,
N o ~o N
s) o

Las realizaciones a modo de ejemplo de ADC que comprenden dimeros PBD tienen las siguientes estructuras:

Dimero PBD;
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NH,

H H
\)]\ N
AbTS /W\ﬂ/ é

(o]
0. o]
O\/\/\/o H
O/ \O N
0
— —p
dimero PBD-val-cit-PAB-Ac;
NH,

Ab”]

w
o
=
éo
=z
O
o }
O
ZT
n
O
=z
ZT

OYO
OH
O~ 0 N H
0]

n es 0 a 12. En algunas realizaciones, n es 2 a 10. En algunas realizaciones, n es 4 a 8. En algunas
realizaciones, n se selecciona de 4,5, 6, 7y 8.

dimero PBD-Phe-homoLys-PAB-Ac, en la que:

Los conectores del dimero PBD-val-cit-PAB-Ac y el dimero PBD-Phe-homoLys-PAB-Ac son escindibles por
proteasa.

Los dimeros PBD y los ADC que comprenden dimeros PBD pueden prepararse de acuerdo con métodos conocidos
en la técnica. Véase, por ejemplo, el documento WO 2009/016516; el documento US 2009/304710; el documento
US 2010/047257; el documento US 2009/036431; el documento US 2011/0256157; el documento WO 2011/130598.

c¢) Carga de farmaco

La carga de farmaco se representa por p, el nimero promedio de restos farmacolégicos por anticuerpo en una
molécula de Férmula I. La carga de farmaco puede variar de 1 a 20 restos de farmaco (D) por anticuerpo. Los ADC
de Formula | incluyen colecciones de anticuerpos conjugadas con un intervalo de restos farmacoldgicos, de 1 a 20.
El nimero promedio de restos farmacolégicos por anticuerpo en preparaciones de ADC de reacciones de
conjugacion puede caracterizarse por medios convencionales tales como espectroscopia de masas, ensayo ELISA 'y
HPLC. La distribucion cuantitativa de ADC en términos de p también puede determinarse. En algunos casos, la
separacion, la purificacion y la caracterizaciéon de ADC homogéneos donde p es un cierto valor de ADC con otras
cargas de farmaco pueden lograrse por medios tales como HPLC de fase inversa o electroforesis.

Para algunos conjugados anticuerpo-farmaco, p puede limitarse por el nimero de sitios de union en el anticuerpo.
Por ejemplo, donde la unién es un tiol de cisteina, como en ciertas realizaciones a modo de ejemplo anteriores, un
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anticuerpo puede tener solamente uno o varios grupos tiol de cisteina, o puede tener solamente uno o varios grupos
tiol suficientemente reactivos a través de los cuales puede unirse un conector. En ciertas realizaciones, una carga
mayor de farmaco, por ejemplo p>5, puede provocar agregacion, insolubilidad, toxicidad o pérdida de permeabilidad
celular de ciertos conjugados anticuerpo-farmaco. En ciertas realizaciones, la carga de farmaco promedio par aun
ADC varia de 1 a aproximadamente 8; de aproximadamente 2 a aproximadamente 6; o de aproximadamente 3 a
aproximadamente 5. De hecho, se ha mostrado que para ciertos ADC, la relacion 6ptima de restos farmacoldgicos
por anticuerpo puede ser menos de 8 y puede ser de aproximadamente 2 a aproximadamente 5 (documento US
7498298).

En ciertas realizaciones, se conjugan menos que el maximo tedrico de restos farmacoldégicos a un anticuerpo
durante una reaccién de conjugacion. Un anticuerpo puede contener, por ejemplo, restos lisina que no reaccionan
con el intermedio fArmaco-conector o el reactivo conector, como se analiza a continuaciéon. Generalmente, los
anticuerpos no contienen muchos grupos tiol de cisteina libres y reactivos que puedan conectarse a un resto
farmacolégico; de hecho la mayoria de restos tiol de cisteina en los anticuerpos existe como puentes disulfuro. En
ciertas realizaciones, un anticuerpo puede reducirse con un agente reductor tal como ditiotreitol (DTT) o
tricarboniletilfosfina (TCEP), en condiciones de reduccion parcial o total, para generar grupos tiol de cisteina
reactivos. En ciertas realizaciones, un anticuerpo se somete a condiciones desnaturalizantes para revelar grupos
nucledfilos reactivos tales como lisina o cisteina.

La carga (relacion farmaco/anticuerpo de un ADC puede controlarse de diferentes maneras y por ejemplo: (i)
limitando el exceso molar de intermedio farmaco-conector o reactivo conector con respecto al anticuerpo, (ii)
limitando el tiempo o la temperatura de reaccion de conjugacion vy (iii) condiciones reductoras parciales o limitantes
para la modificacién de tiol de cisteina.

Ha de entenderse que cuando mas de un grupo nucledfilo reacciona con un intermedio farmaco-conector o reactivo
conector, entonces el producto resultante es una mezcla de compuestos ADC con una distribucion de uno o mas
restos farmacolégicos unidos a un anticuerpo. El nimero promedio de farmacos por anticuerpo puede calcularse a
partir de la mezcla por un ensayo de anticuerpo ELISA dual, que es especifico para el anticuerpo y especifico para el
farmaco. Las moléculas de ADC individuales pueden identificarse en la mezcla por espectroscopia de masas y
separarse por HPLC, por ejemplo cromatografia de interaccion hidrofoba (véase, por ejemplo, McDonagh et al
(2006) Prot. Engr. Design & Selection 19(7):299-307; Hamblett et al (2004) Clin. Cancer Res. 10:7063-7070;
Hamblett, K.J., et al. "Effect of drug loading on the pharmacology, pharmacokinetics, and toxicity of an anti-CD30
antibody-drug conjugate,” Resumen N.° 624, American Association for Cancer Research, 2004 Annual Meeting, 27-
31 de marzo, 2004, Proceedings of the AACR, volumen 45, marzo de 2004; Alley, S.C., et al. "Controlling the
location of drug attachment in antibody-drug conjugates,” Resumen N.° 627, American Association for Cancer
Research, 2004 Annual Meeting, 27-31 de marzo, 2004, Proceedings of the AACR, volumen 45, marzo de 2004). En
ciertas realizaciones, un ADC homogéneo con un Unico valor de carga puede aislarse de la mezcla de conjugacion
por electroforesis o cromatografia.

d) Ciertos métodos para preparar inmunoconjugados

Un ADC de Férmula | puede prepararse por varias rutas empleando reacciones de quimica organica, condiciones y
reactivos conocidos por los expertos en la materia, incluyendo: (1) reaccién de un grupo nucledéfilo de un anticuerpo
con un reactivo conector bivalente para formar Ac-L a través de un enlace covalente, seguido de la reacciéon con un
resto farmacoldgico D; y (2) reaccién de un grupo nucleodfilo de un resto farmacoldgico con un reactivo conector
bivalente, para formar D-L, a través de un enlace covalente, seguido de reaccion con un grupo nucledfilo de un
anticuerpo. Los métodos a modo de ejemplo para preparar un ADC de Férmula | a través de la dltima ruta se
describen en el documento US 7498298.

Los grupos nucledfilos en los anticuerpos incluyen: (i) grupos amina N-terminales, (i) grupos amina en cadenas
laterales, por ejemplo lisina, (iii) grupos tiol de cadenas laterales, por ejemplo cisteina y (iv) grupos hidroxilo o amino
de azlcares donde el anticuerpo esta glucosilado. Los grupos amina, tiol e hidroxilo son nucleéfilos y capaces de
reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos conectores y reactivos conectores
incluyendo: (i) ésteres activos tales como ésteres NHS, ésteres HOBLt, haloformiatos y haluros acidos; (ii) haluros de
alquilo y bencilo tales como haloacetamidas; y (iii) aldehidos, cetonas, carboxilo y grupos maleimida. Ciertos
anticuerpos tienen disulfuros intercatenarios reducibles, es decir, puentes de cisteina. Los anticuerpos pueden
hacerse reactivos para la conjugacién con reactivos conectores por tratamiento con un agente reductor tal como DTT
(ditiotreitol) o tricarboniletilfosfina (TCEP), de tal manera que el anticuerpo esté completa o parcialmente reducido.
Cada puente de cisteina formara de esta manera, teéricamente, dos nucledfilos tiol reactivos. Pueden introducirse
grupos nucledfilos adicionales en anticuerpos a través de la modificacién de restos lisina, por ejemplo, haciendo
reaccionar restos lisina con 2-iminotiolano (reactivo de Traut), resultando en la conversiéon de una amina en un tiol.
Los grupos tiol reactivos también pueden introducirse en un anticuerpo introduciendo uno, dos, tres, cuatro 0 mas
restos cisteina (por ejemplo, preparando variantes de anticuerpos que comprendan uno o mas restos de
aminoacidos cisteina no nativos).

Los conjugados anticuerpo-farmaco de la invencion también pueden producirse por reacciéon entre un grupo

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2643 225713

electrofilo en un anticuerpo, tal como un grupo carbonilo aldehido o cetona, con un grupo nucleéfilo en un reactivo
conector o farmaco. Los grupos nucledfilos Gtiles en un reactivo conector incluyen, hidrazida, oxima, amino,
hidrazina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidrazina y arilhidrazida. En una realizacién, un anticuerpo se modifica
para introducir restos electrofilos que son capaces de reaccionar con sustituyentes nucledfilos en el reactivo conector
o el farmaco. En otra realizacion, los azlcares de los anticuerpos glucosilados pueden oxidarse, por ejemplo con
reactivos oxidantes de peryodato, para formar grupos aldehido o cetona que pueden reaccionar con el grupo amina
de los reactivos conectores o los restos farmacoldgicos. Los grupos de base de Schiff imina resultantes pueden
formar un enlace estable o pueden reducirse, por ejemplo por reactivos borohidruro para formar enlaces amina
estables. En una realizacién, la reaccion de la porcién carbohidrato de un anticuerpo glucosilado con galactosa
oxidasa o bien meta-peryodato sodico pueden producir grupos carbonilo (aldehido y cetona) en el anticuerpo que
pueden reaccionar con grupos amina apropiados en el farmaco (Hermanson, Bioconjugate Techniques). En otra
realizacién, los anticuerpos que contienen restos serina 0 treonina N-terminales pueden reaccionar con meta-
peryodato sddico, resultando en la produccion de un aldehido en lugar del primer aminoacido (Geoghegan & Stroh,
(1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146; documento US 5362852). Un aldehido tal puede hacerse reaccionar con un
resto farmacoloégico o un nucleéfilo conector.

Los grupos nucledfilos a modo de ejemplo en un resto farmacoldgico incluyen, amina, tiol, hidroxilo, hidrazida, oxima,
hidrazina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidrazina y grupos arilhidrazida capaces de reaccionar para formar
enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos conectores y reactivos conectores incluyendo: (i) ésteres
activos tales como ésteres NHS, ésteres HOBt, haloformiatos y haluros acidos; (ii) haluros de alquilo y bencilo tales
como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, carboxilo y grupos maleimida.

Los reactivos de reticulado a modo de ejemplo que pueden usarse para preparar ADC se describen en el presente
documento en la seccién titulada "Conectores A modo de ejemplo”. Los métodos para usar tales reactivos de
reticulado para conectar dos restos, incluyendo un resto proteico y un resto quimico, se conocen en la técnica. En
algunas realizaciones, una proteina de fusion que comprende un anticuerpo y un agente citotéxico pueden
fabricarse, por ejemplo, por técnicas recombinantes o sintesis de péptidos. Una molécula de ADN recombinante
puede comprender regiones que codifican las porciones de anticuerpo y citotoxicas del conjugado bien adyacentes
entre si 0 separadas por una regién que codifica un péptido conector que no destruye las propiedades deseadas del
conjugado.

En otra realizacion mas, un anticuerpo puede conjugarse a un "receptor” (tal como estreptavidina) para su utilizacion
en el pre-marcaje del tumor cuando el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido de la
retirada de compuesto sin conjugar de la circulacion usando un agente de aclarado y después la administracion de
un "ligando" (por ejemplo, avidina) que se conjuga a un agente citotoxico (por ejemplo, un farmaco o un
radionucledtido).

E. Métodos y composiciones para diagnésticos y detec cion

Cualquiera de los anticuerpos proporcionados en el presente documento puede ser Util para detectar la presencia de
CD79b en una muestra bioldgica. El término "detectar" como se usa en el presente documento abarca deteccion
cuantitativa o cualitativa. Una "muestra biolégica" comprende, por ejemplo, una célula o tejido (por ejemplo, un
material de biopsia, incluyendo tejido linfatico canceroso o potencialmente canceroso, incluyendo tejido de sujetos
que tienen o se sospecha que tienen un trastorno de linfocitos b y/o un trastorno proliferativo de linfocitos B,
incluyendo, pero no se limitan a, linfoma, linfoma no hodkiniano (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo reincidido, NHL
reincidido indolente, NHL refractario, NHL refractario indolente, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico
pequefio, leucemia, leucemia de células pilosas (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL), linfoma de Burkitt y linfoma
de células del manto.

Se desvela un anticuerpo anti-CD79b para su uso en un método de diagnéstico o detecciéon. En un aspecto
adicional, se proporciona un método para detectar la presencia de CD79b en una muestra bioldgica. En ciertas
realizaciones, el método comprende poner en contacto la muestra biol6gica con un anticuerpo anti-CD79b como se
describe en el presente documento en condiciones permisivas para la unién del anticuerpo anti-CD79b a CD79b y
detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-CD79b y CD79b en la muestra biol6gica. Tal método puede
ser un método in vitro o in vivo. En una realizacién, se usa un anticuerpo anti-CD79b para seleccionar sujetos
elegibles para terapia con un anticuerpo anti-CD79b, por ejemplo donde CD79b es un biomarcador para la seleccion
de pacientes. En una realizacién adicional, la muestra biolégica es una célula o tejido (por ejemplo, tejido linfatico
canceroso 0 potencialmente canceroso, incluyendo tejido de sujetos que tienen o se sospecha que tienen un
trastorno de linfocitos b y/o un trastorno proliferativo de linfocitos B, incluyendo, pero no se limitan a, linfoma, linfoma
no hodkiniano (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo reincidido, NHL reincidido indolente, NHL refractario, NHL
refractario indolente, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia de células
pilosas (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL), linfoma de Burkitt y linfoma de células del manto.

En una realizacion adicional, se usa un anticuerpo anti-CD79b in vivo para detectar, por ejemplo, por formacion de

imagenes in vivo, un cancer CD79b positivo en un sujeto, por ejemplo, para los fines de diagnosticar, pronosticar o
clasificar por etapas el cancer, determinar el transcurso apropiado de la terapia o monitorizar la respuesta de un
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cancer a terapia. Un método conocido en la técnica para la deteccion in vivo es la tomografia de emision de
inmunopositrones (inmuno-PET), como se describe, por ejemplo, en van Dongen et al., The Oncologist 12:1379-
1389 (2007) y Verel et al., J. Nucl. Med. 44:1271-1281 (2003). En tales realizaciones, se proporciona un método para
detectar un cancer CD79b positivo en un sujeto, comprendiendo el método administrar un anticuerpo anti-CD79b
marcado a un sujeto que tiene o se sospecha que tiene un cancer CD79b positivo y detectar el anticuerpo anti-
CD79b marcado en el sujeto, en el que la deteccion del anticuerpo anti-CD79b marcado indica un cancer CD79b
positivo en el sujeto. En ciertas de tales realizaciones, el anticuerpo anti-CD79b marcado comprende un anticuerpo
anti-CD79b conjugado a un emisor de positrones, tal como *®Ga, °F, ®cu, ®Y, "®Br, ¥zr y **I. En una realizacion
particular, el emisor de positrones es #zr.

Un método de diagnostico o deteccion comprende poner en contacto un primer anticuerpo anti-CD79b inmovilizado
en un sustrato con una muestra biolégica a ensayarse para la presencia de CD79b, exponer el sustrato a un
segundo anticuerpo anti-CD79b y detectar si el segundo anti-CD79b se une a un complejo entre el primer anticuerpo
anti-CD79b y CD79b en la muestra biologica. Un sustrato puede ser cualquier medio de soporte, por ejemplo, vidrio,
metal, ceramica, perlas poliméricas, diapositivas, chips y otros sustratos. En ciertas realizaciones, una muestra
biolégica comprende una célula o tejido (por ejemplo, un material de biopsia, incluyendo tejido linfatico canceroso o
potencialmente canceroso, incluyendo tejido de sujetos que tienen o se sospecha que tienen un trastorno de
linfocitos b y/o un trastorno proliferativo de linfocitos B, incluyendo, pero no se limitan a, linfoma, linfoma no
hodkiniano (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo reincidido, NHL reincidido indolente, NHL refractario, NHL refractario
indolente, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia de células pilosas
(HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL), linfoma de Burkitt y linfoma de células del manto. En ciertas realizaciones, el
primer o el segundo anticuerpo anti-CD79b es cualquiera de los anticuerpos descritos en el presente documento.

Los trastornos a modo de ejemplo que pueden diagnosticarse o detectarse incluyen canceres CD79b positivos, tales
como linfoma CD79b positivo, linfoma no hodgkiniano CD79b positivo (NHL; incluyendo, pero no limitado a NHL
agresivo CD79b positivo, NHL agresivo reincidido CD79b positivo, NHL indolente reincidido CD79b positivo, NHL
refractario CD79b positivo y NHL indolente refractario CD79b positivo), leucemia linfocitica crénica (CLL) CD79b
positiva, linfoma linfocitico pequefio CD79b positivo, leucemia CD79b positiva, leucemia de células pilosas (HCL)
CD79b positiva, leucemia linfocitica aguda (ALL) CD79b positiva, linfoma de Burkitt CD79b positivo y linfoma de
células del manto CD79b positivo. En algunas realizaciones, un cancer CD79b positivo es un cancer que recibe una
puntuacion inmunohistoquimica (IHC) anti-CD79b mayor de "0", que corresponde a tincién muy débil o sin tincion en
>90 % de las células tumorales. En algunas realizaciones, un cancer CD79b positivo expresa CD79b a un nivel 1+,
2+ 0 3+, en el que 1+ corresponde a tincién débil en >50 % de las células neoplasicas, 2+ corresponde a tincion
moderada en >50 % de las células neoplasicas y 3+ corresponde a tincion fuerte en >50 % de las células
neoplasicas. En algunas realizaciones, un cancer CD79b positivo es un cancer que expresa CD79b de acuerdo con
un ensayo de hibridacién in situ (ISH). En algunas de dichas realizaciones, se usa un sistema de clasificacién similar
a aquel usado para IHC. En algunas realizaciones, un cancer CD79b positivo es un cancer que expresa CD79b de
acuerdo con un ensayo de PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR) que detecta el ARNm de CD79b. En algunas
realizaciones, la RT-PCR es RT-PCR cuantitativa.

Se desvelan anticuerpos anti-CD79b marcados. Las marcas incluyen, marcas o restos que se detectan directamente
(tales como marcas fluorescentes, de cromoforos, densas a electrones, quimioluminiscentes y radiactivas), asi como
restos, tales como enzimas o ligandos, que se detectan indirectamente, por ejemplo, a través de una reaccién
enzimatica o interaccion molecular. Las marcas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, los radiois6topos
2p o 1) 34 y ¥ fluorsforos tales como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y
sus derivados, dansilo, umbeliferona, luciferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana
(Patente de EE.UU. n.° 4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazinodionas, peroxidasa de rabano picante (HRP),
fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, oxidasas de sacarido, por ejemplo, glucosa oxidasa,
galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa,
acopladas a una enzima que emplea peroxido de hidrogeno para oxidar un precursor de tinte tal como HRP,
lactoperoxidasa o microperoxidasa, biotina/avidina, marcas de espin, marcas de bacteriéfagos, radicales libres
estables y similares. En otra realizacion, una marca es un emisor de positrones. Los emisores de positrones incluyen
pero no se limitan a 8Ga, ®F, **cu, ®°y, Br, ¥zr y !I. En una realizacién particular, un emisor de positrones es
Zr

F. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de un anticuerpo anti-CD79b o inmunoconjugado como se describe en el presente
documento se preparan mezclando tal anticuerpo o inmunoconjugado que tiene el grado deseado de pureza con uno
0 mas vehiculos farmacéuticamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences 16a edicion, Osol, A. Ed.
(1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables
generalmente no son téxicos a los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas e incluyen, pero no
se limitan a: tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico
y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; parabenos de alquilo tales como parabeno de
metilo o propilo; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
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(menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes
guelantes tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de
sales tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos
tales como polietilenglicol (PEG). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables a modo de ejemplo en el presente
documento incluyen ademas agentes de dispersion de farmacos intersticiales tales como glucoproteinas de
hialuronidasa activas neutras solubles (sSHASEGP), por ejemplo, glucoproteinas de hialuronidasa PH-20 soluble
humana, tal como rHuUPH20 (HYLENEX", Baxter International, Inc.). Ciertas sHASEGP a modo de ejemplo y los
métodos de uso, incluyendo rHUPH20, se describen en las Publicaciones de Patente de EE.UU. n.° 2005/0260186 y
2006/0104968. En un aspecto, una SHASEGP se combina con una o mas glucosaminoglucanasas adicionales tales
como condroitinasas.

Las formulaciones de anticuerpo o inmunoconjugado liofilizados a modo de ejemplo se describen en la Patente de
EE.UU. n.° 6.267.958. Las formulaciones acuosas de anticuerpo o inmunoconjugado incluyen aquellas descritas en
la Patente de EE.UU. n.° 6.171.586 y el documento W02006/044908, incluyendo las ultimas formulaciones un
tampon histidina-acetato.

La formulacion en el presente documento puede contener también mas de un ingrediente activo segln sea
necesario para la indicacién particular a tratarse, preferentemente aquellas con actividades complementarias que no
se afectan adversamente entre si.

Los ingredientes activos pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion
0 por polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de
poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de transporte de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas,
microesferas de albumina, microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Tales técnicas
se desvelan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16a edicion, Osol, A. Ed. (1980).

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo o el
inmunoconjugado, cuyas matrices estan en forma de articulos con forma, por ejemplo peliculas, o microcapsulas.

Las formulaciones a usarse para la administracion in vivo son generalmente estériles. La esterilidad puede lograrse
facilmente, por ejemplo, por filtracion a través de membranas de filtracién estériles.

G. Métodos terapéuticos y compaosiciones

Cualquiera de los anticuerpos anti-CD79b o inmunoconjugados proporcionados en el presente documento pueden
usarse en métodos, por ejemplo, métodos terapéuticos.

En un aspecto, Un anticuerpo anti-CD79b o inmunoconjugado proporcionado en el presente documento se usa en
un método para inhibir la proliferacién de una célula CD79b positiva, comprendiendo el método exponer la célula al
anticuerpo anti-CD79b o inmunoconjugado en condiciones permisivas para la unién del anticuerpo anti-CD79b o
inmunoconjugado a CD79b en la superficie de la célula, inhibiendo por lo tanto la proliferacién en la célula. En ciertas
realizaciones, el método es un método in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, la célula es una célula B. En
algunas realizaciones, la célula es una célula B neoplasica, tal como una célula de linfoma o una célula de leucemia.

La inhibicién de la proliferacion celular in vitro puede ensayarse usando el Ensayo de Viabilidad Celular Luminiscente
CellTiter-Glo™, que esta disponible en el mercado de Promega (Madison, WI). Este ensayo determina el nimero de
células viables en cultivo basandose en la cuantificacion de ATP presente, que es una indicacidon de células
metabdlicamente activas. Véase Crouch et al. (1993) J. Immunol. Meth. 160:81-88, Patente de EE.UU. n.° 6602677.
La prueba puede realizarse en formato de 96 o 384 placas, haciéndolo susceptible a deteccion de alto rendimiento
automatizado (HTS). Véase Cree et al. (1995()'3 AntiCancer Drugs 6:398-404. El procedimiento de prueba implica
afadir un reactivo Unico (Reactivo CellTiter-Glo™) directamente a las células cultivadas. Esto resulta en la lisis celular
y la generacién de una sefial luminiscente producida por una reaccion de la luciferasa. La sefial luminiscente es
proporcional a la cantidad de ATP presente, que es directamente proporcional al nimero de células viables
presentes en cultivo. Los datos pueden grabarse por luminémetro o dispositivo de formacion de imagenes de camara
CCD. La salida luminsicente se expresa como unidades de luz relativas (RLU).

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-CD79b o inmunoconjugado para su uso como un medicamento.
En aspectos adicionales, se proporciona un anticuerpo anti-CD79b o inmunoconjugado para su uso en un método de
tratamiento. En ciertas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-CD79b o inmunoconjugado para su uso en el
tratamiento de un cancer CD79b positivo. En ciertas realizaciones, la invencidn proporciona un anticuerpo anti-
CD79b o inmunoconjugado para su uso en un método de tratamiento de un individuo que tiene un cancer CD79b
positivo, comprendiendo el método administrar al individuo una cantidad eficaz del anticuerpo anti-CD79b o
inmunoconjugado. En una realizacién de este tipo, el método comprende ademas administrar al individuo una
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cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona el uso de un anticuerpo anti-CD79b o inmunoconjugado en la
fabricacion o la preparacién de un medicamento. En una realizacion, el medicamento es para el tratamiento de
cancer CD79b positivo. En una realizacion adicional, el medicamento es para su uso en un método para tratar
cancer CD79b positivo, comprendiendo el método administrar a un individuo que tiene cancer CD79b positivo una
cantidad eficaz del tratamiento. En una realizacién de este tipo, el método comprende ademas administrar al
individuo una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a
continuacion.

En un aspecto adicional, la invencion desvela un método para tratar un cancer CD79b positivo. En una realizacion, el
método comprende administrar a un individuo que tiene tal cancer CD79b positivo una cantidad eficaz de un
anticuerpo anti-CD79b o un inmunoconjugado. En una realizacién de este tipo, el método comprende ademas
administrar al individuo una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, como se describe a
continuacion.

Un cancer CD79b positivo de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores puede ser, por ejemplo,
linfoma, linfoma no hodkiniano (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo reincidido, NHL reincidido indolente, NHL
refractario, NHL refractario indolente, leucemia linfocitica cronica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia,
leucemia de células pilosas (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL), linfoma de Burkitt y linfoma de células del
manto). En algunas realizaciones, un cancer CD79b positivo es un cancer que recibe una puntuacién anti-CD79b de
inmunohistoquimica (IHC) o hibridacion in situ (ISH) mayor que "0", que corresponde a tincion muy débil o sin tincién
en >90 % de las células tumorales. En otra realizacién, un cancer CD79b positivo expresa CD79b a un nivel 1+, 2+ 0
3+, en el que 1+ corresponde a tincion débil en >50 % de las células neoplasicas, 2+ corresponde a tincion
moderada en >50 % de las células neoplasicas y 3+ corresponde a tincion fuerte en >50 % de las células
neoplasicas. En algunas realizaciones, un cancer CD79b positivo es un cancer que expresa CD79b de acuerdo con
un ensayo de PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR) que detecta el ARNm de CD79b. En algunas realizaciones, la
RT-PCR es RT-PCR cuantitativa.

En algunas realizaciones, los inmunoconjugados que comprenden un resto citotoxico de pirrolobenzodiazepina son
particularmente Utiles para tratar linfomas de linfocitos B difusos, linfomas de células del manto y linfoma de Burkitt
como se evidencia, por ejemplo, por los modelos de xenoinjerto mostrados en los Ejemplos B, C, D, E y F. El
inmunoconjugado para su uso en el tratamiento de linfomas de linfocitos B de células difusas, linfomas de células del
manto y/o linfoma de Burkitt, puede, en algunas realizaciones, comprender un dimero PBD que tiene la estructura:

\  oH
N
H
N
o

2

en la que n es 0 o 1. En algunas realizaciones, el dimero PBD se une covalentemente al anticuerpo a través de un
conector escindible por proteasa, tal como, por ejemplo, el inmunoconjugado mostrado en la Figura 5, que tiene un
conector val-cit.

Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores puede ser un humano.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los
anticuerpos anti-CD79b o inmunoconjugado proporcionados en el presente documento, por ejemplo, para su uso en
cualquiera de los métodos terapéuticos anteriores. En una realizacion, una formulacion farmacéutica comprende
cualquiera de los anticuerpos anti-CD79b o inmunoconjugado proporcionados en el presente documento y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacién, una formulacidon farmacéutica comprende cualquiera de
los anticuerpos anti-CD79b o inmunoconjugado proporcionados en el presente documento y al menos un agente
terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion.

Los anticuerpos o inmunoconjugados de la invencion pueden usarse bien solos 0 en combinacién con otros agentes
en una terapia. Por ejemplo, un anticuerpo b o inmunoconjugado de la invenciéon puede co-administrarse con al
menos un agente terapéutico adicional.

En algunas realizaciones, se administra un inmunoconjugado anti-CD79b en combinacién con un anticuerpo o
inmunoconjugado anti-CD22. Un anticuerpo o inmunoconjugado anti-CD22 a modo de ejemplo no limitante
comprende las regiones hipervariables de 10F4v3, de tal manera que el anticuerpo o inmunoconjugado anti-CD22
comprende (i) HVR H1 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 42, (ii) HVR H2 que tiene la secuencia de SEQ ID NO:
43, (iii) HVR H3 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 44, (iv) HVR L1 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 45, (v)
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HVR L2 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 46 y (v) HVR L3 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 47. En
algunas realizaciones, un anticuerpo o inmunoconjugado anti-CD22 comprende la regién variable de cadena pesada
y la region variable de cadena ligera de 10F4v3. En algunas de dichas realizaciones, el anticuerpo o
inmunoconjugado anti-CD22 comprende la region variable de cadena pesada que tiene la secuencia de SEQ ID NO:
48 y una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 49. Un inmunoconjugado anti-CD22
comprende, en algunas realizaciones, un agente citotoxico seleccionado de una auristatina, un derivado de
nemorubicina y una pirrolobenzodiazepina. En algunas realizaciones, un inmunoconjugado anti-CD22 comprende un
agente citotdxico seleccionado de MMAE, PNU-159682 y un dimero PBD que tiene la estructura:

\  oH
N
H
N
o

2

en la que n es 0 o 1. En algunas realizaciones, un inmunoconjugado anti-CD22 se selecciona de un Tio Hu anti-
CD22 10F4v3 HC A118C-MC-val-cit-PAB-MMAE, un Tio Hu anti-CD22 10F4v3 HC S400C-MC-val-cit-PAB-MMAE y
un inmunoconjugado Tio Hu anti-CD22 10F4v3 LC V205C-MC-val-cit-PAB-MMAE, que se describen, por ejemplo, en
el documento US 2008/0050310; un Tio Hu anti-CD22 10F4v3 HC A118C-MC-val-cit-PAB-PNU-159682, un Tio Hu
anti-CD22 10F4v3 HC A118C-MC-acetal-PNU-159682, un Tio Hu anti-CD22 10F4v3 HC A118C-MC-val-cit-PAB-
PBD, un Tio Hu anti-CD22 10F4v3 HC S400C-MC-val-cit-PAB-PNU-159682, un Tio Hu anti-CD22 10F4v3 HC
S400C-MC-acetal-PNU-159682, un Tio Hu anti-CD22 10F4v3 HC S400C-MC-val-cit-PAB-PBD, un Tio Hu anti-CD22
10F4v3 HC V205C-MC-val-cit-PAB-PNU-159682, un Tio Hu anti-CD22 10F4v3 LC V205C-MC-acetal-PNU-159682 y
un Tio Hu anti-CD22 10F4v3 LC V205C-MC-val-cit-PAB-PBD. Las secuencias de cadena pesada y cadena ligera
para Tio Hu anti-CD22 10F4v3 HC A118C se muestran en SEQ ID NO: 50 y 51, respectivamente. Las secuencias de
cadena pesada y cadena ligera para Tio Hu anti-CD22 10F4v3 HC S400C se muestran en SEQ ID NO: 52 y 51,
respectivamente. Las secuencias de cadena pesada y cadena ligera para Tio Hu anti-CD22 10F4v3 HC V205C se
muestran en SEQ ID NO: 56 y 53, respectivamente. Aparte de la secuencia de anticuerpo especifica, las estructuras
de los inmunoconjugados anti-CD22 son analogas a las estructuras de los inmunoconjugados anti-CD79b descritos
en el presente documento y los inmunoconjugados anti-CD22 descritos en el documento US 2008/0050310. Los
inmunoconjugados a modo de ejemplo no limitantes que comprenden PNU-159682 tienen las estructuras: Ac-MC-
acetal-PNU-159682
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En algunas realizaciones, se administra un inmunoconjugado anti-CD22 en combinacién con un anticuerpo anti-
CD20 (bien un anticuerpo desnudo o un ADC). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD20 es rituximab
(Rituxan®) 0 2H7 (Genentech, Inc., Sur San Francisco, CA). En algunas realizaciones, un inmunoconjugado anti-
CD22 s®e administra en combinacién con un anticuerpo anti-VEGF (por ejemplo, bevicizumab, nombre comercial
Avastin®).

Otros regimenes terapéuticos pueden combinarse con la administracion de un inmunoconjugado anti-CD22,
incluyendo, sin limitacién, terapia de radiacién y/o trasplantes de médula 6sea y sangre periférica y/o un agente
citotéxico. En algunas realizaciones, un agente citotoxico es un agente o una combinacion de agentes tales como,
por ejemplo, ciclofosfamida, hidroxidaunorubicina, adriamicina, doxurubicina, vincristina (Oncovin™), prednisolona,
CHOP (combinacion de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisolona), CVP (combinacién de
ciclofosfamida, vincristinag prednisolona) o inmunoterapéuticos tales como anti-CD20 (por ejemplo, rituximab,
nombre comercial Rituxan~), anti-VEGF (por ejemplo, bevicizumab, nombre comercial Avastin®), taxanos (tales
como paclitaxel y docetaxel) y antibiéticos de antraciclina.

Tales terapias de combinacion indicadas anteriormente abarcan la administracion combinada (donde se incluyen dos
0 mas agentes terapéuticos en la misma o en formulaciones separadas) y administracion separada, en cuyo caso, la
administracion del anticuerpo o inmunoconjugado de la invencién puede ocurrir antes de, simultaneamente y/o
después, de la administracion del agente terapéutico y/o adyuvante adicional. Los anticuerpos o inmunoconjugados
de la invencién también pueden usarse en combinacién con terapia de radiacion.

Un anticuerpo o inmunoconjugado de la invencion (y cualquier agente terapéutico adicional) puede administrarse por
cualquier medio adecuado, incluyendo parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para administracién local,
administracion intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administraciéon intramuscular, intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. La dosificacién puede ser por cualquier via adecuada, por ejemplo por
inyecciones, tales como inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracién es
breve o crénica. Diversos horarios de dosificacion que incluyen pero no se limitan a administraciones Unicas o
multiples durante la administraciéon de bolos diversos puntos de tiempo y la infusién de pulso se contemplan en el
presente documento.

Los anticuerpos o inmunoconjugados de la invencion se formularian, dosificarian y administrarian de una forma
coherente con la buena préactica médica. Los factores para consideracion en este contexto incluyen el trastorno
particular a tratarse, el mamifero particular a tratarse, la afeccidon clinica del paciente individual, la causa del
trastorno, el sitio de transporte del agente, el método de administracion, el horario de administracion y otros factores
conocidos por los médicos facultativos. El anticuerpo o inmunoconjugado no necesita, pero puede formularse
opcionalmente con uno o mas agentes actualmente usados para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La
cantidad eficaz de tales agentes distintos depende de la cantidad de anticuerpo o inmunoconjugado presente en la
formulacion, el tipo del trastorno o tratamiento y otros factores analizados anteriormente. Estos se usan
generalmente en las mismas dosificaciones y con vias de administracion como se describen en el presente
documento, o de aproximadamente el 1 al 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, 0 en
cualquier dosificacion y por cualquier via que se determine empirica/clinicamente ser apropiada.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada de un anticuerpo o inmunoconjugado
de la invencién (cuando se usa solo o en combinacidon con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales) dependera
del tipo de enfermedad a tratarse, el tipo de anticuerpo o inmunoconjugado, la gravedad y el transcurso de la
enfermedad, si el anticuerpo o inmunoconjugado se administra para fines preventivos o terapéuticos, la terapia
previa, la historia clinica del paciente y la respuesta al anticuerpo o inmunoconjugado y la discrecién del médico que
atiende. El anticuerpo o inmunoconjugado se administra adecuadamente al paciente en una vez o durante una serie
de tratamientos. Dependiendo del tipo y la gravedad de la enfermedad, aproximadamente 1 ug/kg al5 mg/kg (por
ejemplo 0,1 mg/kg-10 mg/kg) de anticuerpo o inmunoconjugado puede ser una dosificacién candidata inicial para la
administracion al paciente, ya sea, por ejemplo, por una 0 mas administraciones separadas o por infusién continua.
Una dosificacion diaria tipica puede variar de aproximadamente 1 pug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los
factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento generalmente se mantendria sostenido hasta que se diera una supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad. Una dosificacion a modo de ejemplo del anticuerpo o el inmunoconjugado estaria en el
intervalo de aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Por lo tanto, una o mas dosis de
aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinacién de los mismos) puede
administrarse al paciente. Tales dosis pueden administrarse intermitentemente, por ejemplo cada semana o cada
tres semanas (por ejemplo de tal manera que el paciente reciba de aproximadamente dos a aproximadamente veinte
0 por ejemplo aproximadamente seis dosis del anticuerpo). Puede administrarse una dosis de carga mayor inicial,
seguida de una o mas dosis menores. Sin embargo, pueden ser Utiles otros regimenes de dosificacion. El progreso
de esta terapia se monitoriza facilmente por técnicas y pruebas convencionales.

En algunas realizaciones, puede usarse una dosis menor de un ADC huMA79b (tal como huMA79bv28) que
comprende un dimero pirrolobenzodiazepina (PBD) para lograr la misma eficiencia que una dosis mayor de un
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huMA79b ADC que comprende un resto MMAE.

Se entiende que cualquiera de las anteriores formulaciones o métodos terapéuticos puede llevarse a cabo usando
tanto un inmunoconjugado de la invencién como un anticuerpo anti-CD79b.

H. Articulos de fabricacion

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un articulo de fabricacién que contiene materiales Utiles para el
tratamiento, la prevencion y/o el diagndstico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacion
comprende un envase y una etiqueta o prospecto en o asociado al envase. Los envases adecuados incluyen, por
ejemplo, botellas, viales, jeringas, bolsas de solucion 1V, etc. Los envases pueden formarse a partir de diversos
materiales tales como vidrio o plastico. El envase contiene una composicién que es ella misma o combinada con otra
composicion eficaz para el tratamiento, la prevencion y/o el diagnostico del trastorno y puede tener un puerto de
acceso estéril (por ejemplo el envase puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén
perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicién es un anticuerpo o
inmunoconjugado de la invencion. La etiqueta o prospecto indica que la composicién se usa para tratar la afeccién
de eleccion. Ademas, el articulo de fabricaciéon puede comprender (a) un primer envase con una composicion
contenida en el mismo, en el que la composicion comprende un anticuerpo o inmunoconjugado de la invencion; y (b)
un segundo envase con una composicidn contenida en el mismo, en el que la composicién comprende un agente
citotoxico o de otra manera terapéutico. El articulo de fabricacion en esta realizacion de la invencién puede
comprender ademas un prospecto que indica que las composiciones pueden usarse para tratar una afeccion
particular. Como alternativa o adicionalmente, el articulo de fabricacién puede comprender ademas un segundo (o
tercer) envase que comprende un tampon farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para
inyeccion (BWFI), solucién salina tamponada con fosfato, soluciéon de Ringer o solucion de dextrosa. Puede incluir
ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, incluyendo otros tampones,
diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

lll. Ejemplos

Los siguientes son ejemplos de los métodos y composiciones de la invencién. Se entiende que pueden practicarse
diversas realizaciones distintas, dada la descripcién general proporcionada anteriormente.

A. Produccion de conjugados de farmaco anticuerpo an ti-CD79b

El anticuerpo MA79b anti-CD79b y ciertas variantes, incluyendo el injerto huMA79b humanizado y las variantes
humanizadas huMA79bv17, huMA79bv18, huMA79bv28 y huMA79bv32, se describen, por ejemplo, en el documento
US 8.088.378 B2. La Tabla 2 muestra las SEQ ID NO que corresponden a la cadena pesada, la cadena ligera y las
regiones hipervariables (HVR) para cada anticuerpo.

Tabla 2: Secuencias que corresponden a MA79b y variantes humanizadas

Anticuerpo Regién Regidn HVRH1 |HVRH2 |HVRH3 |HVRL1 |HVRL2 |HVRL3
variable HC |variable LC |SEQID |SEQID |SEQID |SEQID |SEQID |[SEQID
SEQ ID NO: | SEQ ID NO: | NO: NO: NO: NO: NO: NO:
MA79b 3 4 15 16 17 18 19 20
injerto 5 6 15 16 17 18 19 20
huMA79b
huMA79bv17 |7 8 15 16 17 18 19 20
huMA79bv18 |9 10 15 16 23 18 19 20
huMA79bv28 |11 12 21 22 23 24 25 26
(idéntico | (idéntico (idéntico | (idéntico
a 15) a 16) al1l9) a 20)
huMA79bv32 |13 14 15 16 23 35 19 20

Las regiones marco de cadena pesada para los anticuerpos huMA79bv1l7, huMA79bv18, huMA79bv28 y
huMA79bv32, HC FR1 a FR4, se muestran en las SEQ ID NO: 27 a 30, respectivamente. Las regiones marco de
cadena ligera para los anticuerpos huMA79bv17, huMA79bv18 y huMA79bv28, LC FR1 a FR4, se muestran en las
SEQ ID NO: 31 a 34, respectivamente. Las regiones marco de cadena ligera para los anticuerpos huMA79bv32, LC
FR1 a FR4, se muestran en las SEQ ID NO: 31, 36, 33 y 34, respectivamente. La afinidad de unién de huMA79b se
descubrio ser aproximadamente 0,4 nM usando andlisis Scatchard. Véase, por ejemplo, el documento US 8.088.378
B2.

Para una produccion de anticuerpos a escala mayor, los anticuerpos se produjeron en células CHO. Los vectores

que codifican para VL y VH se transfectaron en células CHO y se purificd IgG del medio de cultivo celular por
cromatografia de afinidad de proteina A.
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Los conjugados anticuerpo farmaco (ADC) anti-CD79b se produjeron conjugando anticuerpos Tio huMA79bv28 HC
A118C a ciertos restos farmacolégicos. Tio huMA79bv28 HC A118C es un anticuerpo huMA79bv28 con una
mutacion A118C en la cadena pesada que afiade un grupo tiol conjugable. Véase, por ejemplo, el documento US
8.088.378 B2. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de Tio huMA79bv28 HC A118C se muestra en
SEQ ID NO: 39 (véase la Figura 4) y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de Tio huMA79bv28 HC A
118C se muestra en SEQ ID NO: 37) (véase la Figura 3). Los inmunoconjugados se prepararon como sigue.

Tio huMA79bv28 HC A118C-MC-val-cit-PAB-PBD ("huMA79bv28-PBD")

Antes de la conjugacion, el anticuerpo se redujo con ditiotreitol (DTT) para retirar grupos bloqueantes (por ejemplo
cisteina) de las cisteinas disefiadas por ingenieria del tio-anticuerpo. Este proceso también reduce los enlaces
disulfuro intercatenarios del anticuerpo. El anticuerpo reducido se purificé para retirar los grupos blogueantes
liberados y los disulfuros intercatenarios se reoxidaron usando acido deshidro-ascorbico (dhAA). El anticuerpo
intacto se combiné después con el resto farmaco-conector MC-val-cit-PAB-PBD (“val-cit" también puede
denominarse en el presente documento "vc") para permitir la conjugacion del resto farmaco-conector a los restos
cisteina disefiados por ingenieria del anticuerpo. La reaccién de conjugacion se inactivo afiadiendo N-acetilcisteina
en exceso para reaccionar con cualquier resto conector-farmaco libre y se purificé el ADC. La carga de farmaco
(numero promedio de restos farmacolégicos por anticuerpo) para el ADC estuvo en el intervalo de aproximadamente
1,6 a aproximadamente 1,8, como se indica en los Ejemplos a continuaciéon. HUMA79bv28-PBD tiene la estructura
mostrada en la Figura 5 (p = carga de farmaco).

Tio huMA79bv28 HC A118C-MC-val-cit-PAB-MMAE ("huMA79bv28-MMAE")

Antes de la conjugacion, el anticuerpo se redujo con ditiotreitol (DTT) para retirar grupos bloqueantes (por ejemplo
cisteina) de las cisteinas disefiadas por ingenieria del tio-anticuerpo. Este proceso también reduce los enlaces
disulfuro intercatenarios del anticuerpo. El anticuerpo reducido se purificd para retirar los grupos bloqueantes
liberados y los disulfuros intercatenarios se reoxidaron usando acido deshidro-ascoérbico (dhAA). El anticuerpo
intacto se combindé después con el resto farmaco-conector MC-val-cit-PAB-MMAE ("val-cit" también puede
denominarse en el presente documento "vc") para permitir la conjugacion del resto farmaco-conector a los restos
cisteina disefiados por ingenieria del anticuerpo. La reaccioén de conjugacion se inactivé afiadiendo N-acetilcisteina
en exceso para reaccionar con cualquier resto conector-farmaco libre y se purifico el ADC. La carga de farmaco
(numero promedio de restos farmacoldgicos por anticuerpo) para el ADC se determind ser aproximadamente 2,
como se indica en los ejemplos a continuacion. Tio huMA79bv28 HC A118C-MC-val-cit-PAB-MMAE se describe, por
ejemplo, en el documento US 8.088.378 B2.

B. Actividad anti-tumoral in vivo de conjugados farmaco anticuerpo anti-CD79b humani  zado en un modelo
de xenoinjerto WSU-DLCL2

Para ensayar la efectividad del conjugado Tio huMA79bv28 HC A118C con PBD ("huMA79bv28-PBD"), se
examinaron los efectos de los anticuerpos conjugados en un modelo de xenoinjerto de ratéon de tumores WSU-
DLCL2 (linea celular de linfoma de linfocitos B grandes difusos).

Ratones hembra CB17 ICR SCID (11-12 semanas de edad de Charles Rivers Laboratories; Hollister, CA) se
inocularon cada uno subcutaneamente en el flanco con 2 x 10’ células WSU-DLCL2 (DSMZz, German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Alemania). Cuando los tumores de xenoinjerto alcanzaron un
volumen tumoral promedio de 150-250 mm?® (haciendo referencia al Dia 0), se administré la primera y Unica dosis de
tratamiento. El volumen tumoral se calculé basandose en dos dimensiones, medidas usando calibres y se expresé
en mm® de acuerdo con la féormula: V= 0,5a x b’ en la que a y b son los diametros largo y corto del tumor,
respectivamente. Para analizar la medicion repetida de volumenes tumorales de los mismos animales durante el
tiempo, se usé un enfoque de modelizacion mixto (véase, por ejemplo, Pinheiro J, et al. nime: linear and nonlinear
mixed effects models. 2009; paquete R, versién 3,1-96). Este enfoque puede dirigir tanto mediciones repetidas como
tasas de abandono modestas debido a la retirada no relacionada con el tratamiento de los animales antes del final
del estudio. Se usaron curvas de regresion cubicas para ajustar un perfil no lineal a los transcursos de tiempo del
log2 del volumen tumoral en cada nivel de dosis. Estos perfiles no lineales se relacionaron después con la dosis
dentro del modelo mixto.

Se trataron grupos de 8 ratones con una unica dosis intravenosa (i.v.) de 0,5 0 2 mg ADC/kg de inmunoconjugado
Tio huMA79bv28 HC A118C o conjugados anticuerpo-farmaco control (ADC control). Un grupo de ratones recibio
12,86 pg/kg de dimero PBD libre, SG2057. Véase Hartley et al., Invest. New Drugs, 30: 950-958 (2012); Epub 8 de
marzo, 2011. Los ADC control se unen a una proteina que no se expresa en la superficie de las células WSU-
DLCL2. Los pesos de tumores y corporales de los ratones se midieron 1-2 veces a la semana a lo largo del
experimento. Los ratones se eutanizaron antes de que los volimenes de los tumores alcanzaran 3000 mm® o
cuando los tumores mostraron signos de ulceracion inminente. Todos los protocolos animales estan aprobados por
un Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).

Los resultados de ese experimento se muestran en la Tabla 3 y la Figura 6. La Tabla 3 muestra cada grupo de
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tratamiento, el nimero de ratones con tumores observables al final del estudio ("TI"), el nimero de ratones que
muestra una respuesta parcial ("PR"; donde el volumen del tumor en cualquier momento después de la
administracion cayo por debajo del 50 % del volumen del tumor medido el dia 0), el nimero de ratones que muestran
una respuesta completa ("CR"; donde el volumen del tumor en cualquier tiempo después de la administraciéon cay6 a
0 mm3), la dosis de farmaco para cada grupo, la dosis de anticuerpo para cada grupo y la carga de farmaco para
cada ADC administrado.

Tabla 3: Administraciéon de ADC anti-CD79b a ratones con xenoinjertos WSU-DLCL2

Anticuerpo administrado (Tratamiento) TI PR |CR Dosis de |Dosis de |Carga
farmaco | Ac farmacolégic
(Mg/ikg) | (mg/kg) |a
(Farmaco/Ac
)
Vehiculo* 8/8 0 0 n/a n/a n/a
huMA79bv28-PBD 8/8 0 0 3,22 0,5 1,65
huMA79bv28-PBD 3/8 2 6 12,86 2 1,65
ADC-MC-val-cit-PAB-PBD Control ("Control-PBD") 8/8 0 0 14,03 2 1,8
Tio huMA79bv28 HC A118C-MC-vc-PAB-MMAE 8/8 0 0 19,24 2 2,01
("huMA79bv28-MMAE")
SG2057 8/8 0 0 12,86 n/a n/a
* Vehiculo = acetato de histidina 20 mM, pH 5,5, sacarosa 240 mM, PS20 al 0,02 %;
n/a = no aplicable.

En un transcurso de tiempo de 35 dias con conjugados de farmacos y dosis como se muestra en la Tabla 3, los ADC
tio huMA79bv28 conjugados a través de un conector escindible por proteasa con PBD ("huMA79bv28-PBD")
mostraron inhibicion del crecimiento tumoral en ratones SCID con tumores WSU-DLCL2 en comparacion con el
vehiculo y el ADC control ("Control-PBD"). Véase la Figura 6.

Ademas, cuando se administra a 2 mg/kg, huMA79bv28-PBD inhibié mejor el crecimiento tumoral que huMA79bv28
conjugado con el farmaco MMAE auristatina ("huMA79bv28-MMAE"). Véase la Figura 6. El farmaco SG2057 libre de
PBD no mostro inhibicién del crecimiento tumoral cuando se dio intravenosamente a 12,86 pg/kg, que es
aproximadamente equivalente a la dosis de farmaco de 2 mg/kg de huMA79bv28-PBD. Como se muestra en la
Tabla 3, los ratones que recibieron 2 mg/kg de huMA79bv28-PBD tuvieron seis respuestas completas.

En este estudio, el cambio del peso corporal en porcentaje se determind en cada grupo de dosificacion. Los
resultados indicaron que la administracion de los ADC huMA79bv28 no provocé una disminucién significativa en el
peso corporal durante el estudio.

C. Actividad anti-tumoral in vivo de conjugados farmaco anticuerpo anti-CD79b humani  zado en un modelo
de xenoinjerto Granta-519

Para ensayar la efectividad de los conjugados Tio huMA79bv28 HC A118C con PBD ("huMA79bv28-PBD"), se
examinaron los efectos de los anticuerpos conjugados en un modelo de xenoinjerto de ratén de tumores Granta-519
(linea celular de linfoma de células del manto humano).

Ratones hembra CB17 ICR SCID (10-11 semanas de edad de Charles Rivers Laboratories; Hollister, CA) se
inocularon cada uno subcutaneamente en el flanco con 2 x 107 células Granta-519 (DSMz, German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Alemania). Cuando los tumores de xenoinjerto alcanzaron un
volumen tumoral promedio de 150-250 mm?® (haciendo referencia al Dia 0), se administré la primera y Unica dosis de
tratamiento. El volumen tumoral se calculé basandose en dos dimensiones, medidas usando calibres y se expresé
en mm® de acuerdo con la formula: V= 0,5a x b?, en la que a y b son los diametros largo y corto del tumor,
respectivamente. Para analizar la medicion repetida de volumenes tumorales de los mismos animales durante el
tiempo, se us6 un enfoque de modelizacion mixto (véase, por ejemplo, Pinheiro et al. 2009). Este enfoque puede
dirigir tanto mediciones repetidas como tasas de abandono modestas debido a la retirada no relacionada con el
tratamiento de los animales antes del final del estudio. Se usaron curvas de regresion cubicas para ajustar un perfil
no lineal a los transcursos de tiempo del log2 del volumen tumoral en cada nivel de dosis. Estos perfiles no lineales
se relacionaron después con la dosis dentro del modelo mixto.

Se ftrataron grupos de 8 ratones con una Unica dosis intravenosa (i.v.) de 0,25, 0,5 o 1 mg ADC/kg de
inmunoconjugado huMA79bv28 o conjugados anticuerpo-farmaco control (ADC control). Los ADC control se unen a
una proteina que no se expresa en la superficie de las células Grant-519. Un grupo de ratones recibio 3,22 ug/kg de
dimero PBD libre, SG2057. Los pesos de tumores y corporales de los ratones se midieron 1-2 veces a la semana a
lo largo del experimento. Los ratones se eutanizaron antes de que los volimenes de los tumores alcanzaran 3000
mm?® o cuando los tumores mostraron signos de ulceracion inminente. Todos los protocolos animales estan
aprobados por un Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).
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Los resultados de ese experimento se muestran en la Tabla 4 y la Figura 7. La Tabla 4 muestra cada grupo de
tratamiento, el nimero de ratones con tumores observables al final del estudio ("TI"), el nimero de ratones que
muestra una respuesta parcial ("PR"; donde el volumen del tumor en cualquier momento después de la
administracion cayo por debajo del 50 % del volumen del tumor medido el dia 0), el nimero de ratones que muestran
una respuesta completa ("CR"; donde el volumen del tumor en cualquier tiempo después de la administracién cay6 a
0 mm ) la dosis de farmaco para cada grupo, la dosis de anticuerpo para cada grupo y la carga de farmaco para
cada ADC administrado.

Tabla 4: Administracion de ADC anti-CD79b a ratones con xenoinjertos Grant-519
Anticuerpo administrado TI PR |CR |Dosis de Dosis de Ac Carga
(Tratamiento) farmaco-(ug//kg) | (mg/kg) farmacologica
(Farmaco/Ac)
Vehiculo* 8/8 0 0 n/a n/a n/a
huMA79bv28-PBD 0/8 0 8 3,22 0,5 1,65
huMA79bv28-PBD 0/8 0 8 1,61 0,25 1,65
Control-PBD 3/8 3 5 3,51 0,5 1,8
huMA79bv28-MMAE 6/8 1 2 9,62 1 2,01
SG2057 8/8 0 0 3,22 n/a n/a
* Vehiculo = acetato de histidina 20 mM, pH 5,5, sacarosa 240 mM, PS20 al 0,02 %;
n/a = no aplicable.

En un transcurso de tiempo de 31 dias con los ADC y dosis mostrados en la Tabla 4, el tio huMA79bv28 conjugado a
través de un conector escindible por proteasa con PBD ("huMA79bv28-PBD") mostré la inhibicién del crecimiento
tumoral en ratones SCID con tumores Granta-519 en comparacion con el vehiculo. Sin embargo, el ADC control
conjugado a PBD ("Control-PBD") también mostré actividad antitumoral, indicando que este modelo de tumor es muy
sensible a PBD. HUMA79bv28-PBD a una dosis menor de 0,25 o 0,5 mg/kg fue mas eficaz inhibiendo el crecimiento
del tumor que huMA79bv28-MMAE a 1 mg/kg. El farmaco SG2057 libre de PBD no mostr6 inhibicion del crecimiento
tumoral cuando se dio intravenosamente a 3,22 ug/kg, que es aproximadamente equivalente a la dosis de farmaco
de 0,5 mg/kg de huMA79bv28-PBD.

Los 16 ratones que recibieron huMA79bv28-PBD a 0,25 mg/kg o 0,5 mg/kg mostraron respuesta completa, mientras
gue solamente dos ratones que recibieron 1 mg/kg de huMA79bv28-MMAE mostraron respuesta completa. Véase la
tabla 4.

En este estudio, el cambio del peso corporal en porcentaje se determind en cada grupo de dosificacion. Los
resultados indicaron que la administracion de los ADC huMA79bv28 no provocé una disminucién significativa en el
peso corporal durante el estudio.

D. Actividad anti-tumoral in vivo de conjugados farmaco anticuerpo anti-CD79b humani  zado en un modelo
de xenoinjerto SuDHL4

Para ensayar la efectividad de los conjugados Tio huMA79bv28 HC A118C con PBD ("huMA79bv28-PBD"), se
examinaron los efectos de los anticuerpos conjugados en un modelo de xenoinjerto de ratén de tumores SuDHL4
(linea celular de linfoma de linfocitos B grandes difusos).

Ratones hembra CB17 ICR SCID (10-11 semanas de edad de Charles Rivers Laboratories; Hollister, CA) se
inocularon cada uno subcutaneamente en el flanco con 2 x 10’ células SuDHL4-luc (obtenidas de DSMZ, German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Alemania, y se disefiaron por ingenieria en
Genentech para expresar establemente un gen de luciferasa). Cuando los tumores de xenoinjerto alcanzaron un
volumen tumoral promedio de 150-250 mm?® (haciendo referencia al Dia 0), se administré la primera y Unica dosis de
tratamlento El volumen tumoral se calculd basandose en dos dimensiones, medidas usando calibres y se expresé
en mm® de acuerdo con la formula: V= 0,5a x b?, en la que a y b son los diametros largo y corto del tumor,
respectivamente. Para analizar la medicion repetlda de voliumenes tumorales de los mismos animales durante el
tiempo, se usé un enfoque de modelizacién mixto (véase, por ejemplo, Pinheiro et al. 2008). Este enfoque puede
dirigir tanto mediciones repetidas como tasas de abandono modestas debido a la retirada no relacionada con el
tratamiento de los animales antes del final del estudio. Se usaron curvas de regresion cubicas para ajustar un perfil
no lineal a los transcursos de tiempo del log2 del volumen tumoral en cada nivel de dosis. Estos perfiles no lineales
se relacionaron después con la dosis dentro del modelo mixto.

Grupos de 7 ratones se trataron con una Unica dosis intravenosa (i.v.) de 1 mg ADC/kg de inmunoconjugado
huMA79bv28 o conjugados anticuerpo-farmaco control (ADC control). Los ADC control se unen a una proteina que
no se expresa en la superficie de las células SuDHL4-luc. Los pesos de tumores y corporales de los ratones se
midieron 1-2 veces a la semana a lo Iargo del experimento. Los ratones se eutanizaron antes de que los volimenes
de los tumores alcanzaran 3000 mm® o cuando los tumores mostraron signos de ulceracion inminente. Todos los
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protocolos animales estan aprobados por un Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).

Los resultados de ese experimento se muestran en la Tabla 5 y la Figura 8. La Tabla 5 muestra cada grupo de
tratamiento, el nimero de ratones con tumores observables al final del estudio ("TI"), el nimero de ratones que
muestra una respuesta parcial ("PR"; donde el volumen del tumor en cualquier momento después de la
administracion cayo por debajo del 50 % del volumen del tumor medido el dia 0), el nimero de ratones que muestran
una respuesta completa ("CR"; donde el volumen del tumor en cualquier tiempo después de la administracién cayé a
0 mm3), la dosis de farmaco para cada grupo, la dosis de anticuerpo para cada grupo y la carga de farmaco para
cada ADC administrado.

Tabla 5: Administracién de ADC anti-CD79b a ratones con xenoinjertos SuDHL4-luc
Anticuerpo administrado (Tratamiento) TI PR |CR |Dosis de Dosis de Ac Carga
farmaco (mg/kg) farmacoldgic
(Hg//kg) a
(Farmaco/Ac
)
Vehiculo* 717 0 0 n/a n/a n/a
huMA79bv28-PBD 6/7 4 3 6,43 1 1,65
Control-PBD 717 0 0 7,02 1 1,8
huMA79bv28-MMAE 5/7 1 3 9,62 1 2,01
Control-ADC-A118C-MC-vc-PAB-MMAE 717 0 0 10,05 1 2,1
("Control MMAE")
* Vehiculo = acetato de histidina 20 mM, pH 5,5, sacarosa 240 mM, PS20 al 0,02 %;
n/a = no aplicable.

En un transcurso de tiempo de 21 dias con conjugados de farmacos y dosis como se muestra en la Tabla 5, el ADC
tio Hu anti-CD79b conjugado a través de un conector escindible por proteasa con PBD ("huMA79bv28-PBD") mostré
la inhibicién del crecimiento tumoral en ratones SCID con tumores SuDHL4-luc en comparacion con el vehiculo y el
ADC control ("Control-PBD"). Véase la Figura 8.

Adicionalmente, 1 mg/kg de huMA79bv28-PBD mostrd actividad anti-tumoral comparable al tiomab anti-CD79b
humanizado conjugado con el farmaco MMAE auristatina ("huMA79bv28-MMAE"). Sin embargo, tres ratones del
grupo administrado huMA79bv28-PBD mostraron una respuesta completa y otros cuatro ratones mostraron una
respuesta parcial, en contraste al huMA79bv28-MMAE, que produjo tres respuestas completas y una respuesta
parcial. Véase la Tabla 5.

En este estudio, el cambio del peso corporal en porcentaje se determind en cada grupo de dosificacion. Los
resultados indicaron que la administracion de los ADC huMA79bv28 no provocé una disminucién significativa en el
peso corporal durante el estudio.

E. Estudio de escala de dosis de huMA79bv28 -PBD en un modelo de xenoinjerto de SuDHL4-luc

Se examind la eficiencia de huMA79bv28-PBD en diversos niveles de dosificacién en un modelo de xenoinjerto de
ratén de tumores SuDHL4-luc (linea celular de linfoma de linfocitos B grandes difusos).

Ratones hembra CB17 ICR SCID (12-13 semanas de edad de Charles Rivers Laboratories; Hollister, CA) se
inocularon cada uno subcutaneamente en el flanco con 2 x 10’ células SuDHL4-luc (obtenidas de DSMZ, German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Alemania, y se disefiaron por ingenieria en
Genentech para expresar establemente un gen de luciferasa). Cuando los tumores de xenoinjerto alcanzaron un
volumen tumoral promedio de 150-300 mm?® (haciendo referencia al Dia 0), se administré la primera y Unica dosis de
tratamiento. El volumen tumoral se calculé basandose en dos dimensiones, medidas usando calibres y se expreso
en mm® de acuerdo con la formula: V= 0,5a x b?, en la que a y b son los diametros largo y corto del tumor,
respectivamente. Para analizar la medicion repetida de volumenes tumorales de los mismos animales durante el
tiempo, se us6 un enfoque de modelizacion mixto (véase, por ejemplo, Pinheiro et al. 2008). Este enfoque puede
dirigir tanto mediciones repetidas como tasas de abandono modestas debido a la retirada no relacionada con el
tratamiento de los animales antes del final del estudio. Se usaron curvas de regresion cubicas para ajustar un perfil
no lineal a los transcursos de tiempo del log2 del volumen tumoral en cada nivel de dosis. Estos perfiles no lineales
se relacionaron después con la dosis dentro del modelo mixto.

Se trataron grupos de 8 ratones con una Unica dosis intravenosa (i.v.) de 0,2, 0,5, 1 0 2 mg de ADC/kg de
huMA79bv28-PBD o0 Control-PBD, que se une a una proteina que no se expresa en la superficie de las células
SuDHL4-luc. Los pesos de tumores y corporales de los ratones se midieron 1-2 veces a la semana a lo largo del
experimento. Los ratones se eutanizaron antes de que los volimenes de los tumores alcanzaran 3000 mm? o
cuando los tumores mostraron signos de ulceracion inminente. Todos los protocolos animales estan aprobados por
un Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).
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Los resultados de ese experimento se muestran en la Tabla 6 y la Figura 9. La Tabla 7 muestra cada grupo de
tratamiento, el nimero de ratones con tumores observables al final del estudio ("TI"), el nimero de ratones que
muestra una respuesta parcial ("PR"; donde el volumen del tumor en cualquier momento después de la
administracion cayo por debajo del 50 % del volumen del tumor medido el dia 0), el nimero de ratones que muestran
una respuesta completa ("CR"; donde el volumen del tumor en cualquier tiempo después de la administracién cay6 a
0 mm ) la dosis de farmaco para cada grupo, la dosis de anticuerpo para cada grupo y la carga de farmaco para
cada ADC administrado.

Tabla 6: Administracion de ADC anti-CD79a a ratones con xenoinjertos SuDHL4-luc
Anticuerpo administrado TI PR |CR |Dosis de Dosis de Ac Carga
(Tratamiento) farmaco (ug//kg) | (mg/kg) farmacologica
(Farmaco/Ac)
Vehiculo* 8/8 0 0 n/a n/a n/a
huMA79bv28-PBD 8/8 1 0 1,36 0,2 1,74
huMA79bv28-PBD 8/8 0 0 3,39 0,5 1,74
huMA79bv28-PBD 3/8 2 5 6,78 1 1,74
huMA79bv28-PBD 3/8 2 6 13,56 2 1,74
Control-PBD 8/8 0 0 7,02 1 1,8
Control-PBD 8/8 0 0 14,03 2 1,8
* Vehiculo = acetato de histidina 20 mM, pH 5,5, sacarosa 240 mM, PS20 al 0,02 %;
n/a = no aplicable.

En un transcurso de tiempo de 31 dias con conjugados de farmacos y dosis como se muestra en la Tabla 6,
huMA79bv28-PBD mostré inhibicion dependiente de dosis del crecimiento tumoral en ratones SCID con tumores
SuDHL4-luc. Cuando se administra a 0,2 mg/kg o dosis mayor, huMA79bv28-PBD mostr6 clara actividad inhibitoria
en comparacion con el vehiculo o el ADC control. Véase la Figura 9. Ademas, una dosis Unica de 1 o 2 mg/kg de
huMA79bv28-PBD resultd en una respuesta completa en 5/8 y 6/8 animales tratados, respectivamente. Véase la
tabla 6.

En este estudio, el cambio del peso corporal en porcentaje se determind en cada grupo de dosificacion. Los
resultados indicaron que la administracién de huMA79bv28-PBD no provocé una disminucion significativa en el peso
corporal durante el estudio.

F. Estudio de escala de dosis de huMA79bv28-PBD en un  modelo de xenoinjerto de BJAB-luc

Se examind la eficiencia de huMA79bv28-PBD en diversos niveles de dosificacién en un modelo de xenoinjerto de
raton de tumores BJAB-luc (linea celular de linfoma de Burkitt).

Ratones hembra CB17 ICR SCID (8-9 semanas de edad de Charles Rivers Laboratories; Hollister, CA) se inocularon
cada uno subcutaneamente en el flanco con 2 x 10’ células BJAB-luc (disponibles, por ejemplo, de Lonza, Basel,
Suiza, y se disefid por ingenieria en Genentech para expresar establemente un gen de luciferasa). Cuando los
tumores de xenoinjerto alcanzaron un volumen tumoral promedio de 150-300 mm?® (haciendo referencia al Dia 0), se
administré la primera y Unica dosis de tratam|ento El volumen tumoral se calcul6 basandose en dos dimensiones,
medidas usando calibres y se expresé en mm? de acuerdo con la formula: V= 0,5a x b?, en la que a y b son los
diametros largo y corto del tumor, respectivamente. Para analizar la medicion repetida de volimenes tumorales de
los mismos animales durante el tiempo, se us6 un enfoque de modelizacion mixto (véase, por ejemplo, Pinheiro et al.
2008). Este enfoque puede dirigir tanto mediciones repetidas como tasas de abandono modestas debido a la retirada
no relacionada con el tratamiento de los animales antes del final del estudio. Se usaron curvas de regresion cubicas
para ajustar un perfil no lineal a los transcursos de tiempo del log2 del volumen tumoral en cada nivel de dosis. Estos
perfiles no lineales se relacionaron después con la dosis dentro del modelo mixto.

Se trataron grupos de 9 ratones con una Unica dosis intravenosa (i.v.) de 0,05, 0,2, 0,5 0 1 mg de ADC/kg de
huMA79bv28-PBD o Control-PBD, que se une a una proteina que no se expresa en la superficie de las células
BJAB-luc. Los pesos de tumores y corporales de los ratones se midieron 1-2 veces a la semana a lo largo del
experimento. Los ratones se eutanizaron antes de que los volimenes de los tumores alcanzaran 3000 mm® o
cuando los tumores mostraron signos de ulceracion inminente. Todos los protocolos animales estan aprobados por
un Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).

Los resultados de ese experimento se muestran en la Tabla 7 y la Figura 10. La Tabla 7 muestra cada grupo de
tratamiento, el nimero de ratones con tumores observables al final del estudio ("TI"), el nimero de ratones que
muestra una respuesta parcial ("PR"; donde el volumen del tumor en cualquier momento después de la
administracion cayo por debajo del 50 % del volumen del tumor medido el dia 0), el nimero de ratones que muestran
una respuesta completa ("CR"; donde el volumen del tumor en cualquier tiempo después de la administracién cay6 a
0 mm ) la dosis de farmaco para cada grupo, la dosis de anticuerpo para cada grupo y la carga de farmaco para
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cada ADC administrado.

Tabla 7: Administracién de ADC anti-CD79a a ratones con xenoinjertos BJAB-luc

Anticuerpo administrado TI PR |CR |Dosis de farmaco | Dosis de Ac Carga
(Tratamiento) (nallkg) (mg/kg) farmacologica
(Farmaco/Ac)
Vehiculo* 9/9 0 0 n/a n/a n/a
huMA79bv28-PBD 9/9 0 0 0,34 0,05 1,74
huMA79bv28-PBD 4/9 3 5 1,36 0,2 1,74
huMA79bv28-PBD 0/9 0 9 3,39 0,5 1,74
huMA79bv28-PBD 0/9 0 9 6,78 1 1,74
Control-PBD 9/9 0 0 3,51 0,5 1,8
Control-PBD 9/9 4 4 7,02 1 1,8
* Vehiculo = acetato de histidina 20 mM, pH 5,5, sacarosa 240 mM, PS20 al 0,02 %;
n/a = no aplicable.

En un transcurso de tiempo de 35 dias con conjugados de farmacos y dosis como se muestra en la Tabla 7,
huMA79bv28-PBD mostré inhibicion dependiente de dosis del crecimiento tumoral en ratones SCID con tumores
BJAB-luc. Cuando se administra a 0,2 mg/kg o dosis mayor, huMA79bv28-PBD mostrd clara actividad inhibitoria en
comparacion con el vehiculo o el ADC control administrado a 0,5 mg/kg. Véase la Figura 10. Ademas, una Unica
dosis de 0,5 o 1 mg/kg de huMA79bv28-PBD resulté en la remision completa del tumor en todos los animales
tratados. El Control-PBD a 1 mg/kg también mostrd sustancial actividad anti-tumoral, indicando que este modelo es
muy sensible a PBD.

En este estudio, el cambio del peso corporal en porcentaje se determiné en cada grupo de dosificacion. Los
resultados indicaron que la administracion de huMA79bv28-PBD no provoc una disminucion significativa en el peso
corporal durante el estudio.

G. Estudio de escala de dosis de huMA79bv28-MMAE enu  n modelo de xenoinjerto de BJAB-luc

Se examind la eficiencia de huMA79bv28-MMAE en diversos niveles de dosificacion en un modelo de xenoinjerto de
raton de tumores BJAB-luc (linea celular de linfoma de Burkitt).

Ratones hembra CB17 ICR SCID (13-14 semanas de edad de Charles Rivers Laboratories; Hollister, CA) se
inocularon cada uno subcutaneamente en el flanco con 2 x 10 células BJAB-luc (disponibles, por ejemplo, de Lonza,
Basel, Suiza, y se disefid por ingenieria en Genentech para expresar establemente un gen de luciferasa). Cuando
los tumores de xenoinjerto alcanzaron un volumen tumoral promedio de 150-300 mm? (haciendo referencia al Dia 0),
se administré la primera y Unica dosis de tratamlento El volumen tumoral se calculé basandose en dos dimensiones,
medidas usando calibres y se expresé en mm? de acuerdo con la férmula: V= 0,5a x b?, en la que a y b son los
diametros largo y corto del tumor, respectivamente. Para analizar la medicion repetida de volimenes tumorales de
los mismos animales durante el tiempo, se us6 un enfoque de modelizacion mixto (véase, por ejemplo, Pinheiro et al.
2008). Este enfoque puede dirigir tanto mediciones repetidas como tasas de abandono modestas debido a la retirada
no relacionada con el tratamiento de los animales antes del final del estudio. Se usaron curvas de regresion cubicas
para ajustar un perfil no lineal a los transcursos de tiempo del log2 del volumen tumoral en cada nivel de dosis. Estos
perfiles no lineales se relacionaron después con la dosis dentro del modelo mixto.

Se trataron grupos de 8 ratones con una Unica dosis intravenosa (i.v.) de 0,1, 0,5, 1, 2, 0 4 mg de ADC/kg de
huMA79bv28-MMAE, huMA79bv28 sin conjugar o Control-MMAE, que se une a una proteina que no se expresa en
la superficie de las células BJAB-luc. Los pesos de tumores y corporales de los ratones se midieron 1-2 veces a la
semana a lo largo deI experimento. Los ratones se eutanizaron antes de que los volimenes de los tumores
alcanzaran 3000 mm® o cuando los tumores mostraron signos de ulceracion inminente. Todos los protocolos
animales estan aprobados por un Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).

Los resultados de ese experimento se muestran en la Tabla 8 y la Figura 11. La Tabla 8 muestra cada grupo de
tratamiento, el nimero de ratones con tumores observables al final del estudio ("TI"), el nimero de ratones que
muestra una respuesta parcial ("PR"; donde el volumen del tumor en cualquier momento después de la
administracion cayo por debajo del 50 % del volumen del tumor medido el dia 0), el nimero de ratones que muestran
una respuesta completa ("CR"; donde el volumen del tumor en cualquier tiempo después de la administracion cayo a
0 mm ) la dosis de farmaco para cada grupo, la dosis de anticuerpo para cada grupo y la carga de farmaco para
cada ADC administrado.

Tabla 8: Administracion de ADC anti-CD79a a ratones con xenoinjertos BJAB-luc
Anticuerpo administrado TI PR |CR |Dosis de Dosis de Ac Carga
(Tratamiento) farmaco (pg//kg) | (mg/kg) farmacologica
(Farmaco/Ac)
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Vehiculo* 8/8 0 0 n/a n/a n/a
huMA79bv28-MMAE 8/8 0 0 1,77 0,1 3,7
huMA79bv28-MMAE 8/8 0 0 8,86 0,5 3,7
huMA79bv28-MMAE 8/8 4 0 17,71 1 3,7
huMA79bv28-MMAE 1/8 1 7 35,42 2 3,7
huMA79bv28-MMAE 0/8 0 8 70,84 4 3,7
Control-MMAE 8/8 0 0 57,37 4 2,9
huMA79bv28 8/8 0 0 n/a 4 n/a

* Vehiculo = acetato de histidina 20 mM, pH 5,5, sacarosa 240 mM, PS20 al 0,02 %;
n/a = no aplicable.

En un transcurso de tiempo de 42 dias con conjugados de farmacos y dosis como se muestra en la Tabla 8,
huMA79bv28-MMAE mostré inhibicién dependiente de dosis del crecimiento tumoral en ratones SCID con tumores
BJAB-luc. En contraste a huMA79bv28-PBD, que mostré inhibicion completa a 0,2 mg de ADC/kg, huMA79bv28-

MMAE no mostro inhibicion completa hasta una dosis de 2 mg de ADC/kg.

En este estudio, el cambio del peso corporal en porcentaje se determind en cada grupo de dosificacion. Los
resultados indicaron que la administracion de huMA79bv28-MMAE no provocd una disminucién significativa en el

peso corporal durante el estudio.

Tabla de secuencias

SEQ ID| Descripcion Secuencia

NO

1 secuencia de EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMSWVRQA PGKGLEWVSV
Leglon variable ISGDGGSTYY ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCARGFE
umill DYWGQGTLVT VSS

2 secuencia de DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRASQSIS NYLAWYQQKP GKAPKLLIYA
region variable ASSLESGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQOP EDFATYYCQQ YNSLPWTFGQ
humik 1 GTKVEIKR

3 region variable de | gyvo1,00SGAE LMKPGASVKI SCKATGYTFS SYWIEWVKOR PGHGLEWIGE
Cade”g pesada ILPGGGDTNY NEIFKGKATF TADTSSNTAY MQLSSLTSED SAVYYCTRRV
MA79 PVYFDYWGQG TSVTVSS

4 re%'on Vl'?‘r'ab'e de | pIvLTOSPAS LAVSLGORAT TSCKASQSVD YDGDSFLNWY QOKPGQPPKL
KAaA%‘S lgera FIYAASNLES GIPARFSGSG SGTDFTLNIH PVEEEDAATY YCQQSNEDPL

TFGAGTELEL KR

S re%non vanablje dde EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFS SYWIEWVRQA PGKGLEWVGE
ca ﬁni\p(EAS:?gb €| ILPGGGDTNY NEIFKGRFTI SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCTRRV
injerto hu PVYFDYWGOG TLVTVSS

6 re%ion V?”ab'edde DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQSVD YDGDSFLNWY QOKPGKAPKL
cadena ligera dé | 1 yyapgNIES GVPSRFSGSG SGTDFTLTIS SLOPEDFATY YCQQSNEDPL
injerto huMA79b TFGOGTKVEI KR

7 region variable de | £yvQIVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFS SYWIEWVRQA PGKGLEWIGE
cadena pesada ILPGGGDTNY NEIFKGRATF SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCTRRV
huMA79bv17 PVYFDYWGQG TLVTVSS

8 re%ion Vl'?‘”ab'e de | prorTESPSS LSASVGDRVT ITCKASQSVD YDGDSFLNWY QOKPGKAPKL
ﬁaMeAr\‘?gl')gelr? LIYAASNLES GVPSRFSGSG SGTDFTLTIS SLQPEDFATY YCQQSNEDPL
u v TFGQGTKVEI KR

9 region variable de | EyQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFS SYWIEWVRQA PGKGLEWIGE
cadena pesada ILPGGGDTNY NEIFKGRATF SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCTRRV
huMA79bv18 PIRLDYWGQG TLVTVSS

10 region variable de | prorTOSPSS LSASVGDRVT ITCKASQSVD YDGDSFLNWY QQKPGKAPKL
cadena ligera LIYAASNLES GVPSRFSGSG SGTDFTLTIS SLOPEDFATY YCQQSNEDPL
huMA79bv18 TFGQGTKVEI KR

1 region variable de | gy VESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFS SYWIEWVRQA PGKGLEWIGE
cadena pesada ILPGGGDTNY NEIFKGRATF SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCTRRV
huMA79bv28 PIRLDYWGQG TLVTVSS
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12

region variable de

cadena ligera DIQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQSVD YEGDSFLNWY QQKPGKAPKL
LIYAASNLES GVPSRFSGSG SGTDFTLTIS SLQPEDFATY YCQQSNEDPL
huMA79bv28 TFGQGTKVEI KR
13 region variable de | gvoIVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFS SYWIEWVROA PGKGLEWIGE
cadena pesada ILPGGGDTNY NEIFKGRATF SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCTRRV
huMA79bv32 PIRLDYWGQG TLVTVSS
14 region variable de | pro1TOSPSS LSASVGDRVT ITCKASQSVD YSGDSFLNWY QQKPGKAPKL
cadena ligera FIYAASNLES GVPSRFSGSG SGIDFTLTIS SLQPEDFATY YCQQSNEDPL
huMA79bv32 TFGOGTKVEI KR
15 MA79b HVR H1 GYTFSSYWIE
16 MA79b HVR H2 GEILPGGGDTNYNEIFKG
17 MA79b HVR H3 TRRVPVYEDY
18 MA79b HVR L1 KASQSVDYDGDSFLN
19 MA79b HVR L2 AASNLES
20 MA79b HVR L3 QQSNEDPLT
21 huMA79bv28 HVR| GYTEFSSYWIE
H1
22 huMA79bv28 HVR| GEILPGGGDTNYNEIFKG
H2
23 huMA79bv28 HVR| TRRVPIRLDY
H3
24 huMA79bv28 HVR| KASQSVDYEGDSFLN
L1
25 huMA79bv28 HVR| AASNLES
L2
26 huMA79bv28 HVR| QQSNEDPLT
L3
27 region marco (FR) | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
1 de cadena
pesada (HC)
huMA79bv28
28 huMA79bv28 HC | WVRQAPGKGLEWI
FR2
29 Et;{l\élA79bv28 HC | RATFSADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYC
30 huMA79bv28 HC | WGQGTLVTVSS
FR4
31 FR1 de la cadena | pql TQSPSSLSASVGDRVTIC
pesada (LC)
huMA79bv28
32 huMA79bv28 LC WYQQKPGKAPKLLIY
FR2
33 El;{’\gA79bV28 LC GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
34 huMA79bv28 LC FGQGTKVEIKR
FR4
35 huMA79bv32 HVR| KASQSVYDYSGDSFLN

L1
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36 huMA79bv32 LC | WYQQKPGKAPKLLFY
FR2
37 cadena ligera (IgK)| p1orTOSPSS LSASVGDRVT ITCKASQSVD YEGDSFLNWY QOKPGKAPKL
huMA79bv28 LIYAASNLES GVPSRFSGSG SGTDFTLTIS SLQPEDFATY YCQQSNEDPL
TFGQGTKVEI KRTVAAPSVF IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNFYPREAKV
QWKVDNALQS GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV
THOGLSSPVT KSFNRGEC
38 cadena pesada EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFS SYWIEWVRQA PGKGLEWIGE
(IgG1) ILPGGGDTNY NEIFKGRATF SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCTRRV
huMA79bv28 PIRLDYWGQG TLVTVSSAST KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF
PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC
NVNHKPSNTK VDKKVEPKSC DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT
LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QODWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT
LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG
39 cadena pesada EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFS SYWIEWVRQA PGKGLEWIGE
(IgG1) disenada
por ingenieria con | ILPGGGDTNY NEIFKGRATF SADTSKNTAY LQMNSLRAED TAVYYCTRRV
cisteina PIRLDYWGQG TLVTVSSCST KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF
huMA79bv28 PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC
Al118C NVNHKPSNTK VDKKVEPKSC DKTHTCPPCP APELLGGPSYV FLEPPKPKDT
LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QODWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT
LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS
DGSFFLYSKL TVDKSRWQOQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG
40 precursor de
CD79b humano; | MARLALSPVP SHWMVALLLL LSAEPVPAAR SEDRYRNPKG SACSRIWQSP
N.° de Acc. RFIARKRGFT VKMHCYMNSA SGNVSWLWKQ EMDENPQQLK LEKGRMEESQ
NP 000617 1: NESLATLTIQ GIRFEDNGIY FCQQKCNNTS EVYQGCGTEL RVMGFSTLAQ
secuencia sefial = | DKQRNTLKDG IIMIQTLLII LFIIVPIFLL LDKDDSKAGM EEDHTYEGLD
AU IDQTATYEDI VTLRTGEVKW SVGEHPGQE
aminoécidos 1 a
28
41 CD79b maduro AR SEDRYRNPKG SACSRIWQSP RFIARKRGFT VKMHCYMNSA SGNVSWLWKQ
humano, sin EMDENPQQLK LEKGRMEESQ NESLATLTIQ GIRFEDNGIY FCQQKCNNTS
secuencia sefial; | EVYQGCGTEL RVMGFSTLAQ LKQRNTLKDG IIMIQTLLII LFIIVPIFLL
aminoécidos 29 a | LDKDDSKAGM EEDHTYEGLD IDQTATYEDI VTLRTGEVKW SVGEHPGQE
229
42 Anti-CD22 10F4v3| GYEFSRSWMN
HVR H1
43 Anti-CD22 10F4v3| GRIYPGDGDTNYSGKFKG
HVR H2
44 Anti-CD22 10F4v3| DESSWDWYFDV
HVR H3
45 Anti-CD22 10F4v3| RSSQSIVHSVGNTFLE
HVR L1
46 Anti-CD22 10F4v3| KVSNRFS
HVR L2
47 Anti-CD22 10F4v3| FQGSQFPYT
HVR L3
48 region variable de

cadena pesada
Anti-CD22
hulOF4v3

EVOLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYEFS RSWMNWVRQOA PGKGLEWVGR
IYPGDGDTNY SGKFKGRFTI SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCARDG
SSWDWYFDVW GOGTLVTVSS
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49

region variable de

: ' | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HSVGNTFLEW YQQKPGKAPK
cadena ligera Anti-| 1,1 TykySNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI SSLOPEDFAT YYCFQGSQFP
CD22 hulOFAV3 | y1pGoGTKVE 1K
50 cadena pesada EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYEFS RSWMNWVRQA PGKGLEWVGR
(IgGl) disefiada | 1ypgpGDTIY SGKFKGRFTI SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCARDG
poringenieria con | sqynyyFpvie GQGTLVTVSS CSTKGPSVEP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK
cisteina Anti-CD22| by ppppyTys WNSGALTSGY HTFPAVLOSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTOT
hulOF4v3 AL18C | 1 c\yyHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGG PSVELEPPKP
KDTLMISRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYN
STYRVVSVLT VLHODWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ
VYTLPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV
LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV MHEALHNHYT OKSLSLSPGK
51 zﬁfggggma(@K) DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HSVGNTFLEW YOQKPGKAPK
hulOF4v3 LLIYKVSNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI SSLQPEDFAT YYCFQGSQFP
YTFGQGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK
VOWKVDNALQ SGNSQESVTE ODSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
VTHOGLSSPV TKSFNRGEC
52 region Fc de la EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYEFS RSWMNWVRQA PGKGLEWVGR
cadena pesada IYPGDGDTNY SGKFKGRFTI SADTSKNTAY LQOMNSLRAED TAVYYCARDG
(IgG1) disefiada SSWDWYFDVHW GQGTLVTVSS ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK
poringenieria con | v rpEpyTys WNSGALTSGY HTFPAVLOSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT
cisteina Anti-CD22| 1 1 /0pKps NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGG PSVFLFPPKP
hulOFA4v3 S400C | ;o yTSRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEOYN
STYRVVSVLT VLHODWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ
VYTLPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV
LDCDGSFFLY SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK
53 cadena ligera (I9K)| p1oMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSIV HSVGNTFLEW YQQKPGKAPK
disefiada por LLIYKVSNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI SSLQPEDFAT YYCFQGSQFP
Ingenieria con YTFGOGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK
ﬁﬁ?g;i;gﬁg;g?éz VOWKVDNALQ SGNSQESVTE ODSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
VTHOGLSSPC TKSFNRGEC
56 region Fc de la EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYEFS RSWMNWVRQA PGKGLEWVGR
cadena pesada IYPGDGDTNY SGKFKGRFTI SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCARDG
(19G1) Anti-CD22 | qoymuyrpyW GOGTLVTVSS ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG GTAALGCLVK
hul0F4v3 DYFPEPVTVS WNSGALTSGV HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTQT
YICNVNHKPS NTKVDKKVEP KSCDKTHTCP PCPAPELLGG PSVFLFPPKP
KDTLMISRTP EVTCVVVDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQYN
STYRVVSVLT VLHODWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ
VYTLPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI AVEWESNGQP ENNYKTTPPV
LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV MHEALHNHYT QKSLSLSPGK
54 giiggzgﬁifagK) DIQLTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQSVD YEGDSFLNWY QQKPGKAPKL
ingenieria con LIYAASNLES GVPSRFSGSG SGTDFTLTIS SLOPEDFATY YCQQSNEDPL
cisteina TFGOGTKVEI KRTVAAPSVF IFPPSDEQLK SGTASVVCLL NNFYPREAKV
hUMAT9bv28 OWKVDNALQS GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY EKHKVYACEV
V2050 THOGLSSPCT KSFNRGEC
55 cadena pesada EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFS SYWIEWVRQA PGKGLEWIGE
(IgG1) disefiada ILPGGGDTNY NEIFKGRATF SADTSKNTAY LOMNSLRAED TAVYYCTRRV
poringenieria con | prgy pywGOG TLVTVSSAST KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA ALGCLVKDYF
cisteina PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLOSSGLY SLSSVVTVPS SSLGTQTYIC
huMA79bv28 NVNHKPSNTK VDKKVEPKSC DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT
$400C ILMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QODWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT
LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDC
DGSFFLYSKL TVDKSRWOQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK
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70

Leu Arg

Ile Arg

Ala Pro Gly

40

Gly Asp Thr

Ala Asp Thr

Ala Glu Aszp

Leu Asp Tyr

72

25

105

90

Lys

Asn

Ser

15

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Leu

45

Asn

Asn

Val

Gln

30

Glu Trp Ile

Glu Ile Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Gly Thr Leu
110



10

15

20

25

30

Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr Trp Ile Glu

Asp Ile Gln Len
1
Asp Arg Val Thr
20
Gly Asp Ser Phe
35
Lys Leu Phe Ile
50
Arg Phe Ser Gly
65
Ser Leu Gln Pro
Glu Asp Pro Leun
100
<210> 15
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintética
<400> 15
1
<210> 16
<211>18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 16

Thr

Ile

Leu

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

ES 2643 225713

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

5

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Len

Asp

Tyr

90

Thr

Len

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Ala

Val

Gly

45

Gly

Len

Gln

Glu

10

Ser

Asp

30

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
110

Val
15

Tyr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Ser

Ser

80

Asn

Arg

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Gly Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Glu Ile Phe

1

Lys Gly

<210> 17

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5

73
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15
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<220>
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<223> Sintética

<400> 17

<210> 18
<211>15

Thr Arg Arg Val Pro Val Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 18

<210>19
<211>7

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asgp Tyr Asgp Gly Asgsp Ser Phe Leu Asn

1 5 10

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 19

<210> 20
<211>9

Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 20

<210> 21
<211>10

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Leu Thr
1 5

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 21

Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr Trp Ile Glu
1 5 10

74
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<210> 22

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 22

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Gly Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Glu Ile Phe

1

Lys Gly

<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 23

Thr Arg Arg Val Pro Ile Arg Leu Asp Tyr

1

<210> 24

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 24

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Glu Gly Asp Ser Phe Leun Asn

1

<210> 25

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 25

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2643 225713

5

Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser

5

75
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<220>
<223> Sintética

<400> 26

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Leu Thr
1 5

<210> 27

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 27

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10

Ser Len Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 28

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 28

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

1 5 10

<210> 29

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 29

15

Arg Ala Thr Phe Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 30
<211>11

76
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 30

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 31

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 31

Asp Ile Gln lLeu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 32

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 32

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly lys Ala Pro Lys Leu Len Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 33

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 33

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 34

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

7
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<220>
<223> Sintética

<400> 34

Phe Gly Gln Gly Thr lys Val Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 35

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 35

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Ser Gly Asp Ser Phe Leu Asn
1 5 10 15

<210> 36

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 36

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Phe Tyr
1 5 10 15

<210> 37

<211> 218

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 37

78



Asp Ile

Asp Arg

Gly Asp

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Ser Leu

Glu Asp

Thr Val

130

Pro Arg
145

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr
210

<210> 38
<211> 446
<212> PRT

Gln

Val

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

185

Lys

Leu

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Leu

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

Thr

Ile

Leu

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

ES 2643 225713

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Azn

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Val

Ser
135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

79

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asgp

Tyr

20

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

15

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu
140

Asn

Ser

Ala

Gly

Ala

Val

Gly

Gly

Gln

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Ser

Asgp

30

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

110

Asgp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Val

15

Tyr

Ala

Pro

Ile

Ser
95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Glu

Pro

Ser

Ser

80

Asn

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro



<400> 38

Glu
1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Thr

Val

Val

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Glu

35

Ile

Arg

Met

Arg

Val
115

Leu

Leu
20

Trp

Leu

Ala

Azn

Val

100

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

g5

Pro

Ser

ES 2643 225713

Glu

Cys

Arg

Gly

Phe

70

Ile

Ala

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Thr
120

80

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asgp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asgp

90

Tyr

Gly

Leu

Tyr

Lys

Asn

Ser

15

Thr

Trp

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Azn

Val

Gln

Val
125

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Gly
15

Ser

Trp

Ile

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Leu



Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Vval

Pro

130

val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys
370

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

val

Pro

Phe

val

Phe

275

Pro

Thr

Vval

Ala

Arg

355

Gly

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Aszp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Arg

val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

ES 2643 225713

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

230

Ly=s

Val

Tyr

Glu

His

310

ly=s

Gln

Met

Pro

Thr

135

Pro

val

Ser

Ile

val

215

Ala

Pro

val

val

Gln

295

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser
375

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

81

Gly

Pro

Thr

val

185

Aszn

Pro

Glu

Aszp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Gly

Val

Pha

170

val

Val

Lys

Leu

Thr

250

val

val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Aszn

Ser

Leu

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

val

Ala

140

Val

Ala

val

His

Cys

220

Gly

Mat

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

val

Ser

Glu
380

Ala

Ser

val

Pro

Lys

205

Asp

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Trp

Leu

Trp

Leu

Ser

150

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn



ES 2643 225713

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asgn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

<210> 39

<211> 446

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 39

Glu Val Gln Len Val Glu Ser Gly Gly Gly Leun Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cysg Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Ile Glu Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Gly Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Glu Ile Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Ala Thr Phe Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leun Gln Met Asn Ser leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 80 95

Thr Arg Arg Val Pro Ile Arg leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Len
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Cys Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

82



Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
385

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Lys

Leu

Leu

Thr

195

val

Pro

Phe

val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

355

Gly

Pro

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Val

Ser

Lys

340

Glu

Fhe

Glu

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

ES 2643 225713

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

230

Lys

val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
390

Pro

val

Ser

Ile

val

215

Ala

Pro

val

Val

Gln

295

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

3758

Tyr

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Pro

Lys

val

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

83

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

val

Phe

170

Val

val

Lys

Leu

Thr

250

val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Leun

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro
395

val

ala

Val

His

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Ser

val

Pro

Lys

205

Asp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Trp

val

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

160

Ser

Ser

Asn

His

val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Aszn

Sear
400
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Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met Hig Glu Ala Leu
420 425 430

Hig Asn Hig Tyr Thr Gln Lyg Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

<210> 40

<211> 229

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40

Met Ala Arg Leu Ala Leu Ser Pro Val Pro Ser Hig Trp Met Val Ala
1 5 10 15

Len Leu Leu Leun Leu Ser Ala Glu Pro Val Pro Ala Ala Arg Ser Glu
20 25 30

Asp Arg Tyr Arg Asn Pro Lys Gly Ser Ala Cys Ser Arg Ile Trp Gln
35 40 45

Ser Pro Arg Phe Ile Ala Arg Lys Arg Gly Phe Thr Val Lysg Met His
50 55 60

Cys Tyr Met Asn Ser Ala Ser Gly Asn Val Ser Trp Leu Trp Lys Gln
65 70 75 80

Glu Met Asp Glu Asn Pro Gln Gln Leu Lys Leu Glu Lys Gly Arg Met
85 90 95

Glu Glu Ser Gln Asn Glu Ser Leu Ala Thr Leu Thr Ile Gln Gly Ile
100 105 110

Arg Phe Glu Asp Asn Gly Ile Tyr Phe Cys Gln Gln Lys Cys Asn Asn
115 120 125

Thr Ser Glu Val Tyr Gln Gly Cys Gly Thr Glu Leu Arg Val Met Gly
130 135 140

Phe Ser Thr Leu Ala Gln Leu Lyg Gln Arg Asn Thr Leu Lys Asp Gly
145 150 155 160

Ile Ile Met Ile Gln Thr Leu Leu Ile Ile Leun Phe Ile Ile Val Pro
165 170 175

84



10

Ile Phe Leu Leu

180

Asp His Thr Tyr

195

Asp Ile Val

210

Thr

Hig Pro Gly Gln

225

<210> 41
<211> 201
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Ala

1

Arg

Val

Leu

Lys

65

Ile

Lys

Arg

Len

Ile
145

Arg

Ile

Lys

Trp

50

Gly

Gln

Cys

Val

Lys

130

Ile

Ser

Trp

Met

35

Lys

Arg

Gly

Asn

Met

115

Asp

Val

Glu

Gln

20

His

Gln

Met

Ile

Asn

100

Gly

Gly

Pro

Leu

Glu

Len

Glu

Asp

Ser

Cys

Glu

Glu

Arg

Thr

Phe

Ile

Ile

ES 2643 225713

Asp

Gly

Lys

Len

Arg Thr

Arg

Pro

Tyr

Met

Glu

70

Phe

Ser

Ser

Ile

Phe
150

215

Tyr

Arg

Met

Asp

Ser

Glu

Glu

Thr

Met

135

Leu

Asp

Asp

200

Gly

Arg

Phe

Asn

40

Glu

Gln

Asp

Val

Leu

120

Ile

Leu

85

Asp
185

Ile

Glu

Asn

Ile

25

Ser

Asn

Asn

Asn

Tyr

105

Ala

Gln

Leu

Ser Lys Ala

Asp Gln Thr

Val Lys Trp

Pro

10

Ala

Ala

Pro

Glu

Gly

Gln

Gln

Thr

Asp

Lys

Arg

Ser

Gln

Ser

75

Ile

Gly

Leu

Len

Lys
155

220

Gly

Lys

Gly

Gln

60

Leu

Tyr

Cys

Lys

Len

140

Asp

Gly

Ala

205

Ser

Ser

Arg

Asn

45

Leu

Ala

Phe

Gly

Gln

125

Ile

Asp

Met Glu Glu

130

Thr Tyr Glu

Val Gly Glu

Ala

Gly

30

Val

Lys

Thr

Cys

Thr

110

Arg

Ile

Ser

Cys

15

Phe

Ser

Leu

Leu

Gln

95

Glu

Asn

Len

Lys

Ser

Thr

Trp

Glu

Thr

80

Gln

Leu

Thr

Phe

Ala
160



ES 2643 225713

Gly Met Glu Glu Asp His Thr Tyr Glu Gly Leu Asp Ile Asp Gln Thr
165 170 175

Ala Thr Tyr Glu Asp Ile Val Thr Leu Arg Thr Gly Glu Val Lys Trp

10

15

20

25

30

35

40

45

180 185 190

Ser Val Gly Glu His Pro Gly Gln Glu
195 200

<210> 42

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 42

Gly Tyr Glu Phe Ser Arg Ser Trp Met Asn
1 5 10

<210> 43

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 43

Gly Arg Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Gly Lys Phe

1 5 10

Lys Gly

<210> 44

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 44

Asp Gly Ser Ser Trp Asp Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 45

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

86
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20

25

30

35

<400> 45

ES 2643 225713

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Val Gly Asn Thr Phe Leun Glu

1

<210> 46
<211>7
<212> PRT

5 10

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 46

<210> 47
<211>9
<212> PRT

Lyg Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 47

<210> 48
<211> 120
<212> PRT

Phe Gln Gly Ser Gln Phe Pro Tyr Thr
1 5

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 48

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Asn
35

Gly Arg Ile
50

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
5 10

Leu Ser Cyg Ala Ala Ser Gly Tyr Glu Phe
20 25

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly lys Gly Len
40 45

Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser
55 60

87

15

Pro Gly Gly
15

Ser Arg Ser
30

Glu Trp Val

Gly Lysg Phe



10

15

20

Lys Gly Arg Phe
65

ES 2643 225713

Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr

70

15

80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

20

95

Ala Arg Asp Gly Ser Ser Trp Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln

100

Gly Thr Leu Val
115

<210> 49

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 49

Agp Ile Gln Met
1

Asp Arg Val Thr
20

Val Gly Asn Thr
35

Pro Lys Leu Leu
50

Ser Arg Phe Ser
65

Ser Ser Leu Gln

Ser Gln Phe Pro
100

<210>50

<211> 450

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 50

Thr Val Ser Ser
120

Thr

Ile

Phe

Ile

Gly

Pro

g5

Tyr

Gln

Thr

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Phe

Gly

88

105

Ser

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
105

Ser

10

Ser

Gln

Azn

Thr

Thr
90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

110

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Val

15

His

Lys

Val

Thr

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ala

Pro

Ile

80

Gly

Lys



Glu

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Phe

Len
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys
225

Val

Leu

Met

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Hisg

Len

Leu
20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Ala

Len

Gly

Ser

180

Len

Thr

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Ser

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

ES 2643 225713

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro
230

Ser

Ala

Gln

Asp

Ser

Arg

Trp

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Asp

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

89

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Cys

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Len

Tyr

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

155

Hisg

Ser

Cys

Glu

Pro
235

Val

Glu

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

Val

Val

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Gly

Ser

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly
240



Pro

Ser

Azn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

<210>51

<211> 219
<212> PRT

Ser Val

Arg Thr

Pro Glu
275

Ala Lys
290

Val Ser

Tyr Lys

Thr Ile

Leu Pro
355

Cys Leu
370

Ser Asn

Agp Ser

Ser Arg

Ala Leu

435

Lys
450

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asgp

Trp

420

His

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Azn

ES 2643 225713

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Azn

Phe

Asn

Thr
4490

90

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Azn

Val
425

Gln

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Asgp

Asgp

Gly

Asn
300

Trp

Pro

Glu

Azn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Ser

270

Glu

Thr

Azn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

Thr

Val
430

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

400

Asgp

His

Pro



<400> 51

Asp Ile

Val Gly

Pro Lys
50

Ser Arg
65

Ser Ser

Ser Gln

Arg Thr

Gln Leu
130

Tyr Pro
145

Ser Gly

Thr Tyr

Lys His

Pro Val
210

<210> 52
<211> 450
<212> PRT

Gln

Val

Asn

35

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Met

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

<213> Secuencia artificial

Thr

Ile

Phe

Ile

Gly

Pro

g5

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

ES 2643 225713

Gln

Thr

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Arg

40

Val

Ser

Phe

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Glu
200

Arg

91

Ser

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Azn

Thr

Thr

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asgp

Asp

Lys

Gln

Ala

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Azn

Ser

Ala

Gly
205

Ser

Val

30

Gly

Gly

Phe

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Val

15

His

Lys

Val

Thr

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Asp
175

Tyr

Ser

Gly

Ser

Ala

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser
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<220>
<223> Sintética

<400> 52

92



Glu

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Ala

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

Val

Leu

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Azn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Asgp

Leu

115

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Azn

His

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Thr

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

ES 2643 225713

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Ser

Val

Ser

Lys

150

Leu

Thr

Val

Pro

Ser

Ala

Gln

Asgp

55

Ser

Arg

Trp

Ser

Ser

135

Asgp

Thr

Tyr

Gln

Asgp

215

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Asgp

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

93

Gly

Ser

25

Pro

Asgp

Asgp

Glu

Trp

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Leu

Tyr

Lys

Azn

Ser

15

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

Val

Glu

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asgp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Azn

Pro

220

Glu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Azn

Val

Val

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Azn

Ser

Leu

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Gly

Ser

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asgp

Gly



ES 2643 225713

225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Azn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Prc Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asgzn Gly Gln Pro Glu Asn Agn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

Leu Asp Cys Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asgn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 53
<211> 219
<212> PRT

94



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 53

Asp

1

Asp

Val

Pro

Ser

65

Ser

Ser

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Gly

Lys

50

Arg

Ser

Gln

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Cys
210

Gln

Val

Asn

35

Len

Phe

Leu

Phe

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Met

Thr

20

Thr

Len

Ser

Gln

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Thr

Ile

Phe

Ile

Gly

Pro

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

ES 2643 225713

Gln

Thr

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Trp

40

Val

Ser

Phe

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

95

Ser

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Thr

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Len

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Ala

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Ser

Val

30

Gly

Gly

Len

Phe

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

130

Len

Val

15

His

Lys

Val

Thr

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Len

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Ser

Ala

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



10

<210> 54

<211> 218

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 54

ES 2643 225713

96



Asgp

Gly

Lys

Arg

Ser

Glu

Thr

Pro
145

Gly

Tyr

His

Cys

<210> 55

<211> 447
<212> PRT

Ile

Arg

Asp

Leu

50

Phe

Leu

Asp

Val

Lys

130

Arg

Azn

Ser

Lys

Thr
210

Gln

Val

Ser

35

Ser

Gln

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

185

Lys

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Leu

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ile

Leu

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

ES 2643 225713

Gln

Thr

Azn

Ala

Gly

70

Asgp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Azn

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

97

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

185

Thr

Glu

Ser
10

Ser

Gln

Asp

Tyr

20

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

170

Ser

His

Cys

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

15

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asgp

Lys

Gln

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Ala

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

125

Azn

Ala

Lys

Asgp

Leu
205

Ser

Asgp

30

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

110

Asgp

Azn

Leu

Asgp

Tyr

190

Ser

Val

15

Tyr

Ala

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Gly

Glu

Pro

Ser

Ser

80

Azn

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro



<223> Sintética

<400> 55

Glu
1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Thr

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Val

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Gln

Arg

Glu

35

Ile

Arg

Met

Arg

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr
195

Leu
20

Trp

Ala

Asn

Val

100

Ser

Ser

Asgp

Thr

Tyr

180

Gln

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

ES 2643 225713

Glu

Cys

Arg

Gly

Phe

70

Ile

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Leu

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys
200

98

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asgp

Glu

Asgp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Azn

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Leu

Tyr

Lys

Azn

Ser

15

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Azn

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Gln

Phe

Leu

45

Azn

Azn

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys
205

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Gly
15

Ser

Trp

Ile

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Azn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Azn



Thr

Thr

225

Phe

Pro

Val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asgp

Trp

His

<210> 56
<211> 450

Lys

210

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Pro

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Gln

His
435

Asp

Pro

Pro

Thr

260

Azn

Arg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Leu

Azn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Azn

Thr
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Lys

Pro

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Val

Gln

Val

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Glu

Pro

Lys

Val

Asgp

280

Tyr

Asgp

Leu

Arg

Lys

360

Asgp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

99

Pro

Glu

Asp

Asgp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Azn

Ile

Thr

Lys

Cys
425

Lys

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Ser

Leu

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Azn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro

385

Thr

Val

Leu

Cys

220

Gly

Met

His

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

Asgp

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Trp

Val

Asgp

His

Pro
445

Lys

Pro

Ser

Asgp

270

Azn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Thr

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

His

Val

240

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Azn

Cys

400

Arg

Leu
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 56

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Glu Phe Ser Arg Ser
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Arg Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95

Ala Arg Asp Gly Ser Ser Trp Asp Trp Tyr Phe Asgp Val Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Agp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 1%0

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Agn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

100



Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Len

Asn

Ser

Arg

Len
435

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Cys

Len

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn
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Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

101

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu
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Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser
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Tyr

410

Phe

Lys

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Len
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Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser
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300

Trp
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380
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Len

Len

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu
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Pro

Gln

365
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Thr
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Ser

Ser
445

Len

Len

Ser

270

Glu
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350

Val

Val

Pro
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Val
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REIVINDICACIONES

1. Un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo que une CD79b covalentemente unido a un agente citotoxico,
en el que el anticuerpo que une CD79b comprende (i) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 21, (ii) HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, (iii) HVR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23, (iv) HVR-L1 que comprende la secuencia de
aminoéacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 18, 24 y 35, (v) HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 25 y (vi) HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26; y en donde el
agente citotdxico es una pirrolobenzodiazepina.

2. El inmunoconjugado de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo comprende:

a) una secuencia VH que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 11; 0

b) una secuencia VL que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 12; 0

¢) una secuencia VH como en (a) y una secuencia VL como en (b); o

d) una secuencia VH que tiene la secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 9, 11y 13; 0

e) una secuencia VL que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 8, 10, 12y 14; o
f) una secuencia VH como en (d) y una secuencia VL como en (e); o

g) una secuencia VH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11 y una secuencia VL que tiene la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 12.

3. El inmunoconjugado de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el anticuerpo es un anticuerpo IgG1, IgG2a o 1gG2b.

4. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el inmunoconjugado tiene la
férmula Ab-(L-D)p, en la que:

(a) Ab es el anticuerpo;

(b) L es un conector;

(c) D es el agente citotéxico; y
(d) p varia de 1-8.

5. El inmunoconjugado de la reivindicacion 4, en el que D es una pirrolobenzodiazepina de Férmula A:

R19 RQ

QR'H

—

L ':\ N R17 R7
R12/\/

0O R16 RG

en la que la linea ondulada indica el sitio de unién covalente al conector;
las lineas de puntos indican la presencia opcional de un doble enlace entre C1y C2 0 C2y C3;

R? se selecciona independientemente de H, OH, =O, =CH,, CN, R, OR, =CH-R®, =C(R");, O-SO,-R, CO:R y
COR y opcionalmente ademas seleccionado de halo o dihalo, en donde R® se selecciona independientemente de
R, COzR, COR, CHO, CO2H y halo;

R® y R se seleccionan independientemente de H, R, OH, OR, SH, SR, NHz, NHR, NRR’, NO,, MesSn y halo;

R’ se selecciona independientemente de H, R, OH, OR, SH, SR, NHz, NHR, NRR’, NO,, Me3Sn y halo;

Q se selecciona independientemente de O, S y NH;

R* esbienHoR 0, donde Q es O, SO3M, donde M es un catién metalico;

cada uno de R y R’ se seleccionan independientemente de alquilo Ci.12 opcionalmente sustituido, grupos
heterociclilo Cs.29 y arilo Cs.2o y opcionalmente en relacion al grupo NRR', Ry R' junto con el &tomo de nitrégeno
al que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4, 5, 6 0 7 miembros opcionalmente sustituido;

R'?, R™ Ry R son como se definen para R?, R®, R® y R’ respectivamente;

R" es un grupo alquileno Cs.12, cuya cadena puede estar interrumpida por uno o mas heteroatomos y/o anillos
aromaticos que estan opcionalmente sustituidos; y

Xy X' se seleccionan independientemente de O, Sy N(H).

6. El inmunoconjugado de la reivindicacion 5, en el que D tiene la estructura:

102



10

ES 2643 225713

ot
\  OH
N
H
N
o) 0O A(ID);
N
\ \N OH
o O O
H, \/{/\/l:\/ H
N OMe OMe N
O O A(D);
N
\ OH
N
H
N o RE
O A(IID);
Ntk
\ OH
N
H
N
Z Ar2
A(IV);
(0]
\ oH
N
H
N
Ar2
o A(V);

en las que RE y RE" se seleccionan cada una independientemente de H o R, en donde R® se selecciona
independientemente de R, CO2R, COR, CHO, CO2H y halo;

en las que Art y Ar® estan independientemente cada uno opcionalmente sustituidos con arilo Cs.20; y en donde n es 0
ol.

7. El inmunoconjugado de la reivindicacion 4, en el que D es una pirrolobenzodiazepina de Férmula B:
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//,
RV NS RV2

en la que la linea ondulada horizontal indica el sitio de unién covalente al conector;
R"'y RYZ se seleccionan independientemente de H, metilo, etilo, fenilo, fenilo fluoro-sustituido y heterociclilo Cs.e;
y
nes0o1l.

8. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que el conector es escindible por una
proteasa, en donde el conector es opcionalmente un dipéptido val-cit.

9. El inmunoconjugado de la reivindicacion 6 que tiene la férmula:

Oa NH,

NH

SeE
N
Ab-S /\/\/T

— —Ip

10. El inmunoconjugado de la reivindicacion 9, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada de SEQ ID
NO: 39 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 37 y en el que p varia de 1 a 3.

11. Una composicion farmacéutica que comprende el inmunoconjugado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en un método para tratar a un
individuo que tiene un cancer CD79b positivo.

13. El inmunoconjugado para el uso de la reivindicacion 12, en donde el cancer CD79b positivo se selecciona de
linfoma, linfoma no hodkiniano (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo reincidido, NHL reincidido indolente, NHL
refractario, NHL refractario indolente, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia,
leucemia de células pilosas (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL), linfoma de Burkitt y linfoma de células del
manto.
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Cadena Ligera huMA79bv28

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYEGDSFLNWY DOKPGKAPKLLI YARSNLESGVPSRESG
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOSNEDPLTFGOGTEVE T KRTVAAPSVF IFPPSDEQLESGTASY
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHCG
LSSPUTKSENRGEC  gpo 1p No: 37

Cadena Pesada huMA79bv28

EVOLVESGGELVOPGGSLRLSCAASGY TFSSYWIEWVROAPGEGLEWIGEILPGGGDTNYNEIFEKGRA
TESADTSENTAYLOMNSLRAEDTAVYYCTRRVPIRLDYWGOGTLVTVSSASTRGESVEFPLAPSSESTS
GGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVESSSLGTQTY ICNVNH
EPSNTEVDEEVEPKSCDETHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPEPKEDTLMISRT PEVTCVVVDVSHEDEE
VEFNWYVDGVEVHNAKTEPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGEEYKCEVSNKALPAPTERET ISKAK
GOPREPQVYTLPPSREEEMTENQVSLTCLVEGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYS
ELTVDESRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQRSLSLSPG SEQ ID NO: 38

FIG. 3
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Tio-huMA79b.v28-HC-A118C (HC)

EVOLVESGGEELVOPGGEESLELSCARSGY TFSSYWIEWVEQAPCEGLENIGEILPGEGGDTNYNEIFEGRAT
FSADTSENTAYLOMNS LEAEDTAVYYCTREVPIRLDYWGOGTLVTVSSCSTEGPSVEPLAPSSESTSGGE
TAALGCLVEDYFPEPVTYVEWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY SLESVVTVPSSSLGTOTY ICHNVNHEPS
NTEVDKRVEPKSCDETHT CPPCPAPELLGGRSVELEFFPREPEDTLMISETEPEVTCVVVDVSHEDEFEVEEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGRE YKCEKVSNKAL PAPTERT I SKEAKGQPRE
POVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVEGFY PSDIAVENESNGUPENNYETTEPVLDSDGSFFLYSKLTVUE
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNEYTQKSLSLSPG SEQ ID NO: 39

Tio-huMA79b.v28-LC-V205C (LC)

DIQLTOSP3SL3ASVGDEVT ITCEASOSVDY EGDEFLNWYQOEPGEAPELLIYAASHLESGVPSEF3G3G
SGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOSHEDPLTFGOGTEVE IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLESGTASVVCLL
N EY PREA YOI DAL G OE SV TEQDSKDETY SLESTLTLEKADY EEHEVYACEVTHOQGLS 5 PQI
ESFNRGEC SEQ ID NO: 54

Tio-huMA79b.v28-HC-5400C (HC)

EVOLVESGGGLYOPGGSLRLSCARSGYTFSS YW IEWVROAPGKGLEWIGE I LPGGGDTHYNE IFKGRATF
SADTSENTAYLOMHSLRAEDTAVYYCTRRVP IRLOYHGOGTLVTVS SASTKGPSVFPLARPSSESTSGGTA
ALGCLVEDYFPEPVTVSWHNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVRSSSLGTQTY ICHVHNHEESHTE
VDKKVEPESCDETHTC PPC PAPELLGGPSVFLF PPEPED TLMISRT PEVT CVVVDVSHEDPEVEFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSHNEALPAPIEK TI SKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWESNGQPENNYKT TPPVLDCDGSF FLYSKLTVDKSEWQQG
NVEFSCSVHMHEALHNHYTOKSLSLSPGE SEQ ID NHO: 55
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Tio huMA79bv28 HC A118C-MC-val-cit-PAB-PBD (“*huMA79bv28-PBD™)
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Volumen del tumor ajustado (mm*3)
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ES 2643 225713

01 - Vehiculo
—@— 02 - huMAT79bv28-MMAE, 2 mg ADC/kg
—J— 03 - huMA79bv28-PBD, 2 mg ADC/kg
=3 04 - Control-PBD, 2 mg ADC/kg
=—S— 05 - huMA79bv28-PBD, 0,5 mg ADC/kg
—=— 06 - SG2057, 12,86 ug ADC/Kg

(A

15 20 25 30

Dia

FIG. 6
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Volumen del tumor ajustado (mm*3)

ES 2643 225713

—+— 01 - Vehiculo
—&— 02 - huMA79bv28-MMAE, 1 mg ADC/kg
—l— 03 - huMAT79bv28-PBD, 0.5 mg ADClkg
—3— 04 - Control-PBD, 0,5 mg ADC/kg
2000 - —6&— 05 - huMA79bv28-PBD, 0,25 mg ADC/kg
—— 06 - SG2057. 322 ug ADC/kg
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ES 2643 225713

01 - Vehiculo
—@— 02 - huMA79bv28-MMAE, 1 mg ADC/kg
—— 03 - Control-MMAE, 1 mg ADC/kg
2000 ~ = 04 - huMA79bv28-PBD, 1 mg ADC/kg
i —6— 05.- Control-PBD, 1 mg ADC/kg

1500 |

1000

500
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Volumen del tumor ajustado (mm*3)

ES 2643 225713

—=' 01 - Vehiculo
—ai— (2 - Control-PBD, 1 mg ADC/kg
2000 | = 03 - Control-PBD, 2 mg ADC/kg

-& - 04 - huMA79bv28-PBD, 0,2 mg ADC/kg
- - 05 - huMAT3bv28-PBD, 0,5 mg ADC/kg
—a - 06 - huMAT79bv28-PBD, 1 mg ADC/kg
- - 07 - huMAT9bv28-PBD, 2 mg ADC/kg

1500

1000

500

Unico IV
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Volumen del tumor ajustado (mm*~3)

ES 2643 225713

=3 01 - Vehiculo

—ir— ()2 - Control-PBD, 0,5 mg ADC/kg

—4@— 03 - Control-PBD, 1 mg ADC/kg

== = 04 - huMA79bw25-PBD, 0,05 mg ADC/kg

2000 [|—@ - 05- huMA79bv28-PBD, 0,2 mg ADC/kg

L | =0 = 06 - huMA79bv28-PBD, 0,5 mg ADC/kg
—& - 07 - huMA79bv28-PBD, 1 mg ADC/kg

1500

1000

500
0
D 5 10 15 20
] T Dia
Unico IV

FIG. 10
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Volumen del tumor ajustado (mm*3)

ES 2643225713

Wehiculo
Control-MMAE, 4 mg ADC/kg
--&-=  huMATIbv2E, 4 moikg

+H

=36+ huMAT79bv28-MMAE, 0,1 mg ADC/kg
~&-  hUMAT79bv28-MMAE, 0,5 mg ADC/kg
2000 - —C—  huMAT9bv28-MMAE, 1 mg ADC/kg
~fie  HUMAT79bv28-MMAE, 2 mg ADC/kg
wede~  hUMA7Obv28-MMAE, 4 mg ADC/kg
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FIG. 11
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