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DESCRIPCION
Agente de formacion de inmunoimagenes para el uso con la terapia de conjugado de anticuerpo-farmaco
CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a una proteina de unién similar a un anticuerpo para el diagndstico acompafante y a
métodos de uso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Existen una serie de retos en el desarrollo de farmacos para su uso terapéutico en una poblaciéon de pacientes.
Muchos agentes iniciales no alcanzan el mercado por una serie de razones (por ejemplo, no poseen beneficios
clinicos o no se ha demostrado su seguridad en una poblacién de pacientes). Algunas cuestiones criticas para el
desarrollo de farmacos eficaces y seguros son: (1) establecer que un farmaco interacciona con su objetivo molecular
previsto en una poblacion de pacientes; (2) establecer que el objetivo especifico es pertinente para el tratamiento de
la enfermedad concreta en la misma poblacién de pacientes; y (3) identificar una dosis biolégicamente Optima
basandose en el efecto del farmaco sobre el objetivo en la misma poblacion de pacientes. El desarrollo de una
prueba de diagnodstico acompafiante apropiada para un farmaco concreto ayudaria significativamente al desarrollo
de un farmaco para su uso en una poblacién de pacientes clinicos.

Una prueba de diagnostico acompafiante junto con la formacién de imagenes moleculares proporciona una
poderosa evaluacion cuatridimensional no invasiva de un objetivo molecular y su interacciéon con moléculas de
farmacos in vivo. Algunos ejemplos de plataformas de formacion de imagenes incluyen: la formacién de imagenes
de resonancia magnética (MRI); la tomografia de emision de positrones (PET); la tomografia de emision
monofoténica (SPECT); la formacidon de imagenes Opticas, la tomografia computerizada (CT); la formacion de
imagenes con ultrasonidos, rayos X o fotoacusticas. La seleccion de un contraste de formacion de imagenes
considera la sonda molecular especifica y las caracteristicas intrinsecas del tejido. El acoplamiento de una prueba
de diagnostico acompafante con la formacion de imagenes moleculares permite una mejor comprension de la
interaccion del farmaco concreto con su objetivo molecular en pacientes, que puede ayudar a identificar
respondedores potenciales al farmaco especifico y ayudar a comprender y determinar los mecanismos de
sensibilidad y resistencia del farmaco (y su dosificacion 6ptima).

La solicitud internacional WO 2007/024222 describe el anticuerpo monoclonal anti-CA6 murino DS6 y sus versiones
humanizadas, asi como un conjugado del mismo con DM4. Se especifica que el anticuerpo puede estar
radiomarcado, o marcado con un ion metalico.

La solicitud internacional WO 0202781 describe una molécula de diacuerpo que se estabiliza via los dominios
CH1/CL.

La solicitud internacional WO2011028811 describe una proteina de unién multivalente que comprende una cadena
polipeptidica, comprendiendo la cadena polipeptidica VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n, en la que VD1 es un primer dominio
variable, VD2 es un segundo dominio variable, C es un dominio constante, X1 representa un aminoacido o
polipéptido, X2 representa una regién de Fc,ynes 0o 1.

La solicitud internacional WO2011036460 describe proteinas de fusién de anticuerpos con especificidad dual, que
comprenden un resto inmunoglobulinico, por ejemplo un fragmento Fab o Fab’, con una primera especificidad por un
antigeno de interés, y comprenden ademas un anticuerpo de un solo dominio con especificidad por un segundo
antigeno de interés; en particular, en las que el antigeno primero y el antigeno segundo son entidades diferentes.

SUMARIO DE LA INVENCION

Se ha desarrollado una proteina de union similar a un anticuerpo para el diagndstico acompanante basandose en el
anticuerpo monoclonal humanizado DS6, para su uso como herramienta de diagnoéstico para la deteccion in vivo y la
cuantificacion del sialoglicotopo de MUC1 asociado a tumor CA6 mediante una técnica de formacién de imagenes,
tal como la formacién de bioimagenes de tomografia de emision de positrones (PET). La proteina de union similar a
un anticuerpo facilita la estratificacion de los pacientes y la evaluacion temprana de la eficacia terapéutica del
inmunoconjugado de farmaco-anticuerpo DS6 humanizado huDS6-DM4, que consiste en un anticuerpo monoclonal
humanizado contra el sialoglicotopo de MUC1 asociado a tumor CA6, conjugado con el maitansinoide citotoxico
DM4.

La proteina de unién similar a un anticuerpo para el diagnéstico acompafante puede emplearse para identificar
pacientes y subpoblaciones de pacientes con una alta expresién de CA6 que puedan responder preferentemente a
un tratamiento con un farmaco que se dirija a tejidos (por ejemplo, tejidos tumorales) que presenten una alta
expresion de CAB, tales como un conjugado de farmaco-anticuerpo (ADC) que se dirija al epitopo de CA6. EI ADC
puede ser, por ejemplo, una molécula de huDS6 unida a un agente citotoxico, tal como un derivado de maitansina,
tal como DM1 o DM4, u otro agente, tal como se describe en la publicacion internacional n® WO 2005/009369. La
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proteina de unién similar a un anticuerpo para el diagnostico acompafante puede administrarse antes de la
administracion del ADC, tal como para determinar si es probable que el sujeto responda a un tratamiento con ADC.

La proteina de unién similar a un anticuerpo para el diagndstico acompariante puede emplearse para la deteccion de
CAG6 in vivo mediante una técnica de formacion de bioimagenes, tal como la tomografia de emision de positrones
(PET), y permite unos tiempos de exposicion cortos y una rapida formacion de imagenes, tal como en 48 a 24 horas
0 menos, la prueba de diagndstico acompafante es un ligante muy especifico con una cinética de eliminacion
apropiada.

La invencidn, tal como se describe en la presente, proporciona una proteina de unién similar a un anticuerpo que se
une especificamente a CAB, en la que la proteina de unién similar a un anticuerpo comprende también un quelante.
La proteina de union similar a un anticuerpo puede emplearse como herramienta de diagnéstico para la deteccion in
vivo y la cuantificacion del antigeno tumoral CA6 humano mediante una técnica de formacion de bioimagenes, tal
como PET, en la que la proteina de unién similar a un anticuerpo esta conjugada con un quelante apropiado para el
acoplamiento al trazador de formacion de bioimagenes.

La invencion, tal como se describe en la presente, también proporciona una proteina de unién similar a un
anticuerpo que se une especificamente a CA6, en la que la proteina de unién similar a un anticuerpo comprende
también un quelante. La proteina de unién similar a un anticuerpo puede emplearse como un agente de formacion
de imagenes o de deteccion para un tejido que exprese el antigeno tumoral CAB, en la que la proteina de unién
similar a un anticuerpo esta conjugada con un quelante adecuado para el acoplamiento a un agente.

La presente invencion se refiere a una proteina de unién similar a un anticuerpo que se une especificamente al
sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CAB, en la que la proteina de unién similar a anticuerpo comprende dos
polipéptidos que consisten en las estructuras representadas por las féormulas [I] y [Il] a continuacion:

Vii-Li-Vi2-Co (1]
Vh1-L2-V2-Chi [
en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en el anticuerpo DS6;
V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en el anticuerpo DS6;
VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en el anticuerpo DS6;
VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en el anticuerpo DS6;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de cadena
ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cys de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena pesada Cn1 de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos;

en la que el polipéptido de formula | comprende una secuencia al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 1, y el
polipéptido de férmula Il comprende una secuencia al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 7;

y en la que los polipéptidos de férmula | y los polipéptidos de férmula Il pueden formar una proteina de unién similar
a un anticuerpo de inmunoglobulina en tandem monoespecifica bivalente; y en la que la proteina similar a anticuerpo
comprende ademas un quelante.

La descripcién en la presente describe ademas un método para obtener una proteina de uniéon similar a un
anticuerpo DS6 que comprende secuencias de ADN V_ y Vy respectivas procedentes del anticuerpo DS6
humanizado dispuestas en tandem y separadas por una secuencia enlazadora. Las construcciones DS6 V|-
Enlazador-DS6 V. y DS6 Vu-Enlazador-DS6 V4 se fusionan a nivel del ADN en el extremo 3’ a las secuencias de
dominio constante humanas, segun las férmulas [I] y [II] a continuacion:

Vii-Li-Vi2-Co (1]
Vh1-L2-V2-Chi [
en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;

V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;
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VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;
VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de cadena
ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cys de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena pesada Cn1 de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos; y

en el que los polipéptidos de Vi 1y Vi2 son el mismo dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado
en DS6 o diferente, y los polipéptidos de Vi1 y V2 son el mismo dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina basado en DS6 o diferente; y en el que los polipéptidos de férmula | y los polipéptidos de férmula 11
forman una proteina de unién similar a un anticuerpo de inmunoglobulina en tdandem monoespecifica bivalente. Los
dominios C. y Cx1 se pueden unir, tal como mediante un enlace de disulfuro. Ademas, los polipéptidos de féormula | y
férmula Il pueden comprender una etiqueta opcional (por ejemplo, una etiqueta de polihistidina o 6x-His).

La presente invencién también se refiere a un método para obtener una proteina de unién similar a un anticuerpo
que se une especificamente al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CAB, en el que la proteina de union similar
a un anticuerpo comprende ademas un quelante, que comprende:

(a) expresar en una célula una o mas moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos que consisten
en las estructuras representadas por las férmulas a continuacion [I] y [l]:

Vii-Li-Vi2-Co (1]
Vh1-L2-Vi2-Chi (1
en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;
V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;
VH1 s un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;
VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cy1 de inmunoglobulina, tal como un dominio constante
de cadena pesada Cy, de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos;

en el que el polipéptido de férmula | comprende una secuencia al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 1, y el
polipéptido de férmula Il comprende una secuencia al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 7; y

en el que los polipéptidos de férmula | y los polipéptidos de féormula Il forman una proteina de unién similar a
un anticuerpo de inmunoglobulina en tandem monoespecifica bivalente; y

(b) unir la proteina de unién similar a un anticuerpo al quelante.

La descripcién describe ademas un método para tratar un trastorno, tal como un cancer en un paciente, que
comprende las etapas de obtener el nivel de expresién de CA6 en el paciente, en el que se administra al paciente
una proteina de union similar a un anticuerpo que se une especificamente a CA6, en el que la proteina de unién
similar a un anticuerpo comprende ademas un quelante, y realizar una determinacion para saber qué tejidos estan
expresando CAB; y administrar huDS6-DM4 al paciente si el paciente tiene un nivel de expresion de CA6 que es al
menos 10% mayor que un nivel de expresion de CA6 en un tejido de referencia, por ejemplo, 10%, 20%, 30%, 40%
o0 mayor que la expresion de CA6 en un tejido de referencia.

La invencion también se refiere a huDS6-DM4 para uso en un método para tratar cancer positivo al sialoglicotopo de
MUC1 asociado al tumor CA6 en un paciente, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) adquirir informacioén con respecto al nivel de expresion del sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6
en el paciente administrando la proteina similar a un anticuerpo de la invencién que se une especificamente
al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6 y un agente formador de imagenes, y detectar en el
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paciente la localizacion del agente formador de imagenes usando una técnica de formacion de bioimagenes;
y

(b) administrar huDS6-DM4 al paciente si el nivel de expresién de CA6 en el paciente es mayor o igual a 10%
de la expresion de CA6 en un estandar de referencia.

En algunas realizaciones, la proteina de unién similar a un anticuerpo mencionada en la invencién se usa para
determinar el nivel de expresion de CA6 en un tejido tumoral tal como en un carcinoma ovarico, carcinoma ovarico
endometrioide, neoplasia del cuello uterino, neoplasia del endometrio, neoplasia de la vulva, carcinoma de mama,
tumor pancreatico, y tumor del urotelio.

La invencion describe ademas un método para determinar si un paciente de cancer es un candidato para el
tratamiento con huDS6-DM4, comprendiendo dicho método las etapas de obtener el nivel de expresion de CA6 en el
paciente, en el que una proteina de unién similar a un anticuerpo que se une especificamente a CA6 y en la que la
protelna de unién similar a un anticuerpo comprende también un quelante, se administra al paciente, y realizar una
determinacion sobre si el nivel de expresion de CA6 es al menos 10% mayor que el nivel de expresion de CA6 en un
tejido de referencia, por ejemplo, 10%, 20%, 30%, 40% o mayor que la expresion de CA6 en un tejido de referencia;
y proporcionar una indicacion de que el paciente de cancer es un candidato para el tratamiento con huDS6-DM4
cuando la determinacion resulte afirmativa.

La presente invencion se refiere ademas a la proteina similar a un anticuerpo segun la invencion que se une
especificamente al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6, para uso en un método para determinar si un
paciente con cancer es un candidato para el tratamiento con huDS6-DM4, que comprende las etapas de:

(a) adquirir informacion con respecto al nivel de expresion del sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6
en el paciente administrando la proteina similar a un anticuerpo de la invencién que se une especificamente
al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6 y un agente formador de imagenes, y detectar en el
paciente la localizacion del agente formador de imagenes usando una técnica de formacion de bioimagenes;

y

(b) determinar que el paciente es un candidato para el tratamiento con huDS6-DM4 si el nivel de expresion
del sialoglicotopo de MUC-1 asociado a un tumor CA6 en el paciente es mayor o igual a 10% de la expresién
de CA6 en un estandar de referencia.

La descripcion describe ademas un método para controlar la respuesta de un paciente de cancer al tratamiento con
huDS6-DM4, comprendiendo dicho método las etapas de obtener el nivel de expresién de CA6 en el paciente,
administrar al paciente una proteina de union similar a un anticuerpo que se une especificamente a CA6 y en la que
la proteina de unién similar a un anticuerpo comprende también un quelante, antes y durante el tratamiento con
huDS6-DM4, realizar una determinacion sobre si el nivel de expresion de CA6 aumenta, se mantiene o disminuye
como resultado del tratamiento con huDS6-DM4; y proporcionar una indicacion de que el tratamiento debe continuar
si el nivel de expresién de CA6 en el paciente ha disminuido, comparado con el nivel de expresion de CA6 antes del
tratamiento con huDS6-DM4.

La presente invencion se refiere ademas a la proteina similar a un anticuerpo de la invencidon que se une
especificamente al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CAB, para uso en un método para monitorizar una
respuesta de un paciente con cancer al tratamiento con huDS6-DM4, que comprende las etapas de:

(a) adquirir informacién con respecto al nivel de expresion del sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6
en el paciente tras la administracion del huDS6-DM4

- tratando el paciente con huDS6-DM4 durante un periodo de tiempo prescrito;

- administrar dicha proteina similar a un anticuerpo que se une especificamente al sialoglicotopo de
MUC1 asociado al tumor CA6 y un agente formador de imagenes; y

- detectar en el paciente la localizacion del agente formador de imagenes usando una técnica de
formacion de bioimagenes; y

(b) proporcionar una indicacién de que el tratamiento se deberia de continuar si el nivel de la expresion del
sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6 en el paciente ha disminuido en comparacién con el nivel de
la expresion del sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6 antes del tratamiento con el huDS6-DM4.

La invencién proporciona una proteina de unién similar a un anticuerpo que se une especificamente a CAG, en la
que la proteina de unién similar a un anticuerpo comprende dos polipéptidos que tienen las estructuras
representadas por las siguientes formulas [1] y [1]:

Vi1-L1-Vi2-CL [
Vh1-L2-VH2-Chis [



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 644 668 T3

en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;
V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;
VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;
VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de cadena
ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cys de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena pesada Cn1 de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos;

en la que los polipéptidos de formula | y los polipéptidos de férmula Il forman una proteina de union similar a un
anticuerpo de inmunoglobulina en tdandem monoespecifica bivalente; y

en la que la proteina similar a un anticuerpo comprende también un quelante.

La invencion también proporciona un método para preparar una proteina de unién similar a un anticuerpo que se une
especificamente a CAB, en la que la proteina de unién similar a un anticuerpo comprende ademas un quelante, que
comprende:

(a) expresar en una célula una o mas moléculas de acidos nucleicos que codifican polipéptidos que presentan
las estructuras representadas por las siguientes formulas [1] y [I1]:

Vii-Li-Vi2-Co (1]
Vh1-L2-V2-Chi [
en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;
V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;
VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;
VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cy1 de inmunoglobulina, tal como un dominio constante
de cadena pesada Cy, de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos;

en la que los polipéptidos de férmula | y los polipéptidos de férmula |l forman una proteina de unién similar a
un anticuerpo de inmunoglobulina en tandem monoespecifica bivalente; y

(b) unir la proteina de unién similar a un anticuerpo al quelante.

La invencion también proporciona un método para tratar tejido enfermo que expresa CA6 en un paciente, que
comprende administrar al paciente una proteina de unién similar a un anticuerpo que se une especificamente a CA6
y que comprende también un quelante y un agente de formacién de imagenes; identificar el tejido enfermo que
expresa CA6 en el paciente mediante formacién de imagenes de tomografia de emision de positrones (PET); y
determinar si el paciente es un candidato para el tratamiento con huDS6-DM4 si la expresion de CA6 en el tejido
enfermo es mayor o igual al 10% de la expresion de CA6 en un estandar de referencia.

La descripcion también proporciona un método para tratar un cancer positivo a CA6 en un paciente, que comprende
las etapas de adquirir informacion con respecto al nivel de expresion de CA6 en el paciente; y administrar huDS6-
DM4 al paciente si el nivel de expresion de CA6 en el paciente es mayor o igual al 10% de la expresion de CA6 en
un estandar de referencia.

La descripcion también proporciona un método para determinar si un paciente de cancer es un candidato para el
tratamiento con huDS6-DM4, que comprende las etapas de adquirir informacion con respecto al nivel de expresion
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de CA6 en el paciente; y determinar si el paciente es un candidato para el tratamiento con huDS6-DM4 si la
expresion de CA6 en el tejido enfermo es mayor o igual al 10% de la expresion de CA6 en un estandar de
referencia.

La descripcién también proporciona un método para controlar la respuesta de un paciente de cancer al tratamiento
con huDS6-DM4, que comprende las etapas de adquirir informacién con respecto al nivel de expresién de CA6 en el
paciente después de la administracién de huDS6-DM4; y proporcionar una indicaciéon de que el tratamiento debe
continuar si el nivel de expresion de CA6 en el paciente ha disminuido, comparado con el nivel de expresién de CA6
antes del tratamiento con huDS6-DM4.

La presente invencioén se define por las reivindicaciones mas abajo.

La invencién proporciona una proteina de unién similar a un anticuerpo que se une especificamente a CAG, en la
que la proteina de unién similar a un anticuerpo comprende dos polipéptidos que tienen las estructuras
representadas por las siguientes formulas [1] y [ll]:

Vii-Li-Vi2-Co (1]
Vh1-L2-Vi2-Chi1 (1
en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;
V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;
VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;
VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de cadena
ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cys de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena pesada Cn1 de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos; y

en la que los polipéptidos de formula | y los polipéptidos de férmula Il forman una proteina de union similar a un
anticuerpo de inmunoglobulina en tandem monoespecifica bivalente.

La invencion también proporciona un método para preparar una proteina de unién similar a un anticuerpo que se une
especificamente a CA6, que comprende expresar en una célula una o mas moléculas de acidos nucleicos que
codifican polipéptidos que tienen las estructuras representadas por las siguientes férmulas [I] y [I]:

Vii-Li-Vi2-Co (1]
Vh1-L2-Vi2-Chi1 (1
en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;
V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6;
VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;
VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de cadena
ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cys de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena pesada Cy1 de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos; y

en la que los polipéptidos de formula | y los polipéptidos de férmula Il forman una proteina de union similar a un
anticuerpo de inmunoglobulina en tandem monoespecifica bivalente.
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Las realizaciones especificas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion mas detallada de
ciertas realizaciones y de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Representacion esquematica de la proteina de unién similar a un anticuerpo bivalente modificada,
un fragmento de inmunoglobulina en tdndem monoespecifica bivalente (B-Fab). Los ejemplos de proteinas B-
Fab incluyen: B-Fab con el enlazador G4SG4S (SEQ ID NO:3) y una etiqueta 6x-His C-terminal, B-Fab con el
enlazador G4SG4S (SEQ ID NO:3) sin la etiqueta 6x-His C-terminal, y B-Fab con el enlazador G4S vy la
etiqueta 6x-His C-terminal.

Figura 2. Evaluacion del anticuerpo modificado basado en DS6 B-Fab con el enlazador GGGGSGGGGS
((G4S)2) (SEQ ID NO: 3) y la etiqueta 6x-His C-terminal mediante una electroforesis en gel (Figura 2A),
cromatografia de exclusion molecular (SEC) (Figura 2B), y clasificacion de células activada por fluorescencia
(FACS) (Figura 2C y Figura 2D).

Figura 3. Evaluacion del anticuerpo modificado basado en DS6 B-Fab con el enlazador (G4S), mediante una
electroforesis en gel (Figura 3A), SEC (Figura 3B), y FACS (Figura 3C y Figura 3D).

Figura 4. Evaluacion del anticuerpo modificado basado en DS6 B-Fab con el enlazador GGGGS (G4S) y la
etiqueta 6x-His C-terminal mediante una electroforesis en gel (Figura 4A), SEC (Figura 4B), y FACS (Figura
4C y Figura 4D).

Figura 5. Evaluacion del anticuerpo modificado basado en DS6 B-Fab mediante FACS empleando células
A2780 sin DOTA (Figura 5A), células WISH sin DOTA (Figura 5B), y células WISH con DOTA (Figura 5C),
que demuestra que la conjugaciéon con DOTA no altera la unién de DS6.

Figura 6. Evaluacion de la proteina de unién similar a un anticuerpo #Cu-DOTA-DS6 B-Fab que demuestra
que el radiomarcaje con **Cu y la conjugacion con DOTA permite una radioquimica (Figura 6A) y una
estabilidad en suero (Figura 6B) ideales.

Figura 7. Comparacion entre proteinas de union similares a anticuerpos que tiene un andamiaje de diacuerpo
(Figura 7A) y un andamiaje de B-Fab (Figura 7B).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion, segun se describe en la presente, se refiere a una proteina de unién similar a un anticuerpo para el
diagndstico acompafante que se basa en el anticuerpo monoclonal humanizado DS6, que se va a utilizar como
herramienta de diagnostico para la deteccion in vivo y la cuantificacion del antigeno tumoral CA6 humano mediante
formacion de bioimagenes PET. La proteina de unién similar a un anticuerpo para el diagndstico acompanante
facilitara la estratificacion de pacientes y la evaluacion temprana de la eficacia terapéutica del inmunoconjugado de
farmaco-anticuerpo DS6, huDS6-DM4, que consiste en un anticuerpo monoclonal humanizado contra el
sialoglicotopo de MUC1 asociado a tumor CA6, conjugado con el maitansinoide citotoxico DM4. El inmunoconjugado
de farmaco-anticuerpo huDS6-DM4 se describe, por ejemplo, en la publicacion internacional n® WO 2005/009369. El
anticuerpo DS6 y el antigeno tumoral CA6 se describen, por ejemplo, en Kearse et al. (Int J Cancer. 15 de diciembre
de 2000; 88(6):866-72).

El huDS6-DM4 es un innovador inmunoconjugado de farmaco-anticuerpo que consiste en un anticuerpo monoclonal
humanizado (huDS6) contra el sialoglicotopo de MUC1 asociado a tumor CA6, conjugado con el maitansinoide
citotéxico DM4. Las proteinas de mucina desempefian un papel fundamental en la formaciéon de barreras mucosas
protectoras sobre superficies epiteliales, y se expresan sobre la superficie apical de las células epiteliales que
tapizan las superficies mucosas de muchos tejidos diferentes, que incluyen pulmén, mama, ovario, estomago y
pancreas. Se sabe que la MUC1 (mucina-1) estad sobreexpresada en una serie de canceres epiteliales, y la
sobreexpresion de CA6 esta relacionada con un comportamiento agresivo en canceres humanos y un mal desenlace
para los pacientes. EI CA6 presenta una distribucion limitada entre los tejidos de adultos normales, y por tanto, el
anticuerpo DS6 se constituye en un agente prometedor para el tratamiento selectivo de tumores positivos a CA6 (por
ejemplo, tumores de los ovarios, Utero, pancreas, mama o pulmoén). Después de la unién del anticuerpo/antigeno y la
internalizacion, el inmunoconjugado huDS6-DM4 libera DM4, que se une a la tubulina y altera la dinamica de
ensamblaje/desensamblaje de los microtubulos, lo cual produce una detencidon mitética de las células tumorales que
expresan CAB6. El huDS6-DM4 esta siendo sometido en la actualidad a un ensayo clinico de fase | en pacientes
diagnosticados con tumores solidos positivos al antigeno CAG.

Para identificar pacientes que muestran la expresion de CA6 en tumores y, por tanto, que pueden responder al
tratamiento con huDS6-DM4, se ha desarrollado una herramienta de diagnostico acompafiante que se une a CA6
con una alta afinidad. Ademas, esta proteina de union similar a un anticuerpo para el diagnéstico acomparante
actia como un marcador temprano de la eficacia, proporcionando una herramienta auxiliar para controlar, de modo
no invasivo, la respuesta de un paciente a la terapia con huDS6-DM4, facilitando con ello la estratificacién de
pacientes en ensayos clinicos o en tratamientos clinicos (es decir, una disminucidon en la sefial de CA6 se
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correlaciona con un encogimiento del tumor o la infrarregulacion del objetivo, acoplado a una eficacia insuficiente).
Este diagndstico acompafiante puede reducir el desgaste y ayudar a administrar una medicina eficaz a los pacientes
con mayor rapidez. La proteina de unién similar a un anticuerpo para el diagndstico acompafante, segun se
describe en la presente, también puede utilizarse para la deteccion de CA6 in vivo mediante la formacion de
bioimagenes PET. Para conseguir unos tiempos de exposiciéon cortos y una formacion de imagenes rapida, por
ejemplo, en 48 a 24 horas o menos, con una alta sefial de tumor a sangre, es necesario un ligante muy especifico
con la cinética de eliminacién apropiada.

Se han desarrollado diferentes proteinas de unién similares a anticuerpos nuevas a partir de la secuencia del
anticuerpo DS6, junto con un quelante adecuado y un radiomarcador, para cumplir con los requisitos de la formacion
de imagenes PET (por ejemplo, mejor penetracion en el tumor, una cinética de eliminacion mas rapida, y una
excelente proporcion de tumor a sangre). Basandose en un factor de calidad de formacién de imagenes (IFOM)
predeterminado, se eligié un fragmento de anticuerpo de ~70 kDa (una inmunoglobulina en tandem monoespecifica
bivalente, denominada B-Fab) para la evaluacion de la especificidad y, en ultimo término, la traduccién clinica. El
formato de B-Fab proporciona las ventajas de: (1) una alta estabilidad frente al estrés térmico (incubacién a 42°C
durante una semana); (2) alta estabilidad en suero humano (incubacién a 37°C durante 24 h); y (3) productividad
razonable en cultivo de células provisional (~2 mg/l). Comparados con los anticuerpos de longitud completa (~150
kDa), los fragmentos de anticuerpos (~50-75 kDa) muestran unas velocidades de eliminacion renal y de eliminacion
sanguinea mas rapidas, lo cual produce unas proporciones de sefial a ruido mas altas durante la formacion de
bioimagenes PET.

La proteina de unién similar a un anticuerpo B-Fab DS6 contiene dos sitios de reconocimiento del antigeno CA6
basados en los sitios de reconocimiento del antigeno CA6 del anticuerpo monoclonal humanizado DS6, y muestra
una alta afinidad de union con el antigeno CA6. Después de la conjugacion con un quelante (por ejemplo, DOTA,
NOTA, DTPA, TETA, o Df), el DS6 B-Fab se radiomarcé y se usé para experimentos de formacion de bioimagenes
PET in vivo.

Se emplearon metodologias de ADN recombinante convencionales para construir los polinucleétidos que codifican
los polipéptidos que forman el anticuerpo para el diagnéstico acompafante (basado en el anticuerpo DS6) de la
invencion, para incorporar estos polinucleétidos en vectores de expresion recombinantes, y para introducir dichos
vectores en células hospedantes. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 2001, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 3° ed.). Pueden realizarse reacciones enzimaticas y
técnicas de purificacion segun las especificaciones del fabricante, tal como se llevan a cabo habitualmente en la
técnica, o segun se describe en la presente. A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura
utilizada con relacion a la quimica analitica, la quimica organica sintética y la quimica médica y farmacéutica, y los
procedimientos y técnicas de laboratorio que implican, es muy conocida y se emplea habitualmente en la técnica. De
modo similar, pueden emplearse técnicas convencionales para la sintesis quimica, los analisis quimicos, la
preparacion, formulaciéon y administracion de productos farmacéuticos, y el tratamiento de pacientes.

1. Definiciones generales

Tal como se emplean segun la presente descripcion, los siguientes términos y expresiones, a menos que se indique
lo contrario, tienen los siguientes significados. A menos que el contexto indique lo contrario, los términos y
expresiones en singular incluyen el plural y viceversa.

El término “polinucledtido”, tal como se emplea en la presente, se refiere a polimeros de acidos nucleicos
monocatenarios o bicatenarios con una longitud de al menos 10 nucledtidos. En ciertas realizaciones, los
nucledétidos que comprenden el polinucleétido pueden ser ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos, o una forma
modificada de cualquiera de estos tipos de nucleétidos. Estas modificaciones incluyen modificaciones de la base,
tales como bromuridina, modificaciones de la ribosa, tales como arabinésido y 2’,3’-didesoxirribosa, y modificaciones
del enlace internucleotidico, tales como fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato,
fosforoanilotioato, fosforaniladato y fosforoamidato. El término “polinucledtido” incluye especificamente formas
monocatenarias y bicatenarias del ADN.

Un “polinucledtido aislado” es un polinucledtido de origen gendémico, de ADNc, o sintético, o alguna de sus
combinaciones, que, en virtud de su origen, el polinucleétido aislado: (1) no esta asociado con todo o con una
porcién de un polinucledtido en el que puede encontrarse el polinucledtido aislado en la naturaleza, (2) esta unido a
un polinucledtido al que no esta unido en la naturaleza, o (3) no aparece en la naturaleza como parte de una
secuencia mas grande.

Un “polipéptido aislado” es un polipéptido que: (1) esta exento de al menos otros polipéptidos con los que se
encuentra normalmente, (2) esta fundamentalmente exento de otros polipéptidos del mismo origen, por ejemplo, de
la misma especie, (3) es expresado por una célula procedente de una especie diferente, (4) se ha separado de al
menos aproximadamente 50% de los polinucleétidos, lipidos, hidratos de carbono u otros materiales con los que
esta asociado en la naturaleza, (5) no esta asociado (mediante una interacciéon covalente o no covalente) con
porciones de un polipéptido con el que el “polipéptido aislado” esta asociado en la naturaleza, (6) esta asociado
operablemente (mediante una interaccion covalente o no covalente) con un polipéptido con el que no esta asociado
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en la naturaleza, o (7) no aparece en la naturaleza. Este polipéptido aislado puede ser codificado por ADN
gendmico, ADNc, ARNm, u otro ARN, de origen sintético, o cualquiera de sus combinaciones. Preferiblemente, el
polipéptido aislado esta sustancialmente exento de polipéptidos u otros contaminantes que se encuentran en su
entorno natural que podrian interferir con su uso (terapéutico, de diagndstico, profilactico, para investigacion, u
otros).

Tal como se emplea en la presente, el término “anticuerpo” incluye anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos
y murinos.

La expresion “anticuerpo humano”, tal como se emplea en la presente, incluye anticuerpos que tienen regiones
variables y constantes que sustancialmente se corresponden con secuencias de inmunoglobulinas de lineas
germinales humanas. En algunas realizaciones, los anticuerpos humanos se producen en mamiferos no humanos
que incluyen, pero no se limitan a roedores, tales como ratones y ratas, y lagomorfos, tales como conejos. En otras
realizaciones, los anticuerpos humanos son producidos en células de hibridoma. En todavia otras realizaciones, los
anticuerpos humanos se producen de modo recombinante.

Los anticuerpos naturales generalmente comprenden un tetramero. Cada uno de estos tetrameros generalmente
esta compuesto por dos parejas idénticas de cadenas polipeptidicas, y cada pareja presenta una cadena “ligera” de
longitud completa (que generalmente tiene un peso molecular de aproximadamente 25 kDa) y una cadena “pesada”
de longitud completa (que generalmente tiene un peso molecular de aproximadamente 50-70 kDa). Los términos
“cadena pesada” y “cadena ligera”, tal como se emplean en la presente, se refieren a cualquier polipéptido de
inmunoglobulina que tenga secuencia de dominio variable suficiente para conferir especificidad por un antigeno
objetivo. La porcidon amino-terminal de cada cadena ligera y pesada generalmente incluye un dominio variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos que es generalmente responsable del reconocimiento del antigeno.
La porcién carboxi-terminal de cada cadena generalmente define un dominio constante responsable de la funcion
efectora. Asi, en un anticuerpo natural, un polipéptido de inmunoglobulina de cadena pesada de longitud completa
incluye un dominio variable (V4) y tres dominios constantes (Ch1, Ch2, y Chs), en el que el dominio V4 se encuentra
en el extremo amino-terminal del polipéptido, y el dominio Cxs se encuentra en el extremo carboxilo-terminal, y un
polipéptido de inmunoglobulina de cadena ligera de longitud completa incluye un dominio variable (V) y un dominio
constante (Cy), en el que el dominio V| se encuentra en el extremo amino-terminal del polipéptido, y el dominio C. se
encuentra en el extremo carboxilo-terminal.

Las cadenas ligeras de mamiferos, en particular las cadenas ligeras humanas, se clasifican generalmente como
cadenas ligeras kappa y lambda, y las cadenas pesadas humanas se clasifican generalmente como mu, delta,
gamma, alfa, o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA, e IgE, respectivamente. IgG
presenta varias subclases que incluyen, pero no se limitan a, IgG1, 1gG2, 1gG3, e IgG4. El IgM presenta subclases
que incluyen, pero no se limitan a, IgM1 e IgM2. IgA se subdivide de modo similar en subclases que incluyen, pero
no se limitan a, IgA1 e IgA2. Dentro de las cadenas ligeras y pesadas de longitud completa, los dominios variables y
constantes generalmente estan unidos a través de una region “J” de aproximadamente 12 o mas aminoacidos, y la
cadena pesada también incluye una region “D” de aproximadamente 10 aminoacidos mas. Véase, por ejemplo,
FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY (Paul, W., ed., Raven Press, 2% ed., 1989). Las regiones variables de cada pareja
de cadena ligera/pesada generalmente forman un sitio de unién al antigeno. Los dominios variables de los
anticuerpos naturales generalmente muestran la misma estructura general de regiones marco (FR) relativamente
conservadas, unidas por tres regiones hipervariables, también denominadas regiones determinantes de la
complementariedad o CDR. Las CDR de las dos cadenas de cada pareja generalmente estan alineadas mediante
las regiones de marco, lo cual puede permitir la unidon a un epitopo especifico. Desde el extremo amino-terminal
hasta el extremo carboxilo-terminal, ambos dominios variables de cadena ligera y pesada comprenden generalmente
los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, y FR4.

La expresién “Fc nativo”, tal como se emplea en la presente, se refiere a una molécula que comprende la secuencia
de un fragmento que no se une al antigeno que resulta de la digestion de un anticuerpo o que es producido por otros
medios, en forma monomérica o multimérica, y que puede contener la regién de bisagra. La fuente de la
inmunoglobulina original del Fc nativo es preferiblemente de origen humano, y puede ser cualquiera de las
inmunoglobulinas, aunque se prefieren IgG1 e IgG2. Las moléculas de Fc nativo estan formadas por polipéptidos
monoméricos que pueden estar unidos para producir formas diméricas o multiméricas mediante una asociacion
covalente (es decir, enlaces disulfuro) y no covalente. El nimero de enlaces disulfuro intermoleculares entre las
subunidades monoméricas de las moléculas de Fc nativo varia de 1 a 4 dependiendo de la clase (por ejemplo, I1gG,
IgA, e IgE) o subclase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, IgA1, e IgGA2). Un ejemplo de un Fc nativo es un dimero
unido por disulfuro que surge de la digestion con papaina de una IgG. La expresion “Fc nativo”, tal como se emplea
en la presente, es genérica para las formas monoméricas, diméricas y multiméricas.

La expresioén “variante de Fc”, tal como se emplea en la presente, se refiere a una molécula o una secuencia que se
ha modificado a partir de un Fc nativo, pero que aliin comprende un sitio de unién para el receptor de rescate FcRn
(receptor de Fc neonatal). En la técnica se conocen ejemplos de variantes de Fc y su interaccion con el receptor de
rescate. Asi, la expresion “variante de Fc” puede comprender una molécula o una secuencia que se humaniza a
partir de un Fc nativo no humano. Ademas, un Fc nativo comprende regiones que pueden eliminarse porque
proporcionan unas caracteristicas estructurales o una actividad biolégica que no es necesaria para las proteinas de
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unién similares a anticuerpos de la invencién. Asi, la expresion “variante de Fc” comprende una molécula o una
secuencia que carece de uno o mas sitios o restos del Fc nativo, o en la que uno o mas sitios o restos del Fc se han
modificado, que afectan o estan implicados en: (1) la formacién de enlaces disulfuro, (2) la incompatibilidad con una
célula hospedante seleccionada, (3) una heterogeneidad N-terminal tras la expresion en una célula hospedante
seleccionada, (4) la glicosilacion, (5) la interaccion con el complemento, (6) la unién a un receptor de Fc distinto del
receptor de rescate, o (7) una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

La expresion “dominio de Fc”, tal como se emplea en la presente, incluye Fc nativo y variantes de Fc y secuencias,
segun se definié anteriormente. Al igual que los variantes de Fc y las moléculas de Fc nativo, la expresion “dominio
de Fc” incluye moléculas en forma monomérica o multimérica, digeridas a partir de un anticuerpo completo o
producidas por otros medios.

La expresion “proteina de unién similar a un anticuerpo”, tal como se emplea en la presente, se refiere a una
molécula modificada no natural (o recombinante) que se une especificamente a al menos un antigeno objetivo.
Incluye, por ejemplo, un fragmento F(ab), fragmentos F(ab’) y diacuerpos.

En ciertos aspectos, la “proteina de unién similar a un anticuerpo” comprende las respectivas secuencias de ADN de
VL y Vx procedentes de un anticuerpo dispuestas en tandem y separadas por una secuencia corta de enlazador de
aminoacidos, segun las siguientes formulas [1] y [l1]:

Vi1-L1-Vi2-CL [1]
Vh1-L2-V2-Chi (]
en las que:

VL1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

V1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cy¢ de inmunoglobulina;

L1y L son enlazadores de aminoacidos; y

en la que los polipéptidos de férmula | y los polipéptidos de férmula Il forman un fragmento Fab (un fragmento
de inmunoglobulina en tandem monoespecifica bivalente).

En ciertos aspectos, Vi 1y V.2 son polipéptidos idénticos, y en ciertos aspectos, Vh1 y Vi2 son polipéptidos idénticos.
En ciertos aspectos, cada uno de L4 y L tiene una longitud de al menos 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos.

En ciertos aspectos, o generalmente, los dominios C. y Cy4 estan unidos mediante un enlace disulfuro.

En ciertos aspectos, cada uno de L1y L, es GGGGS 0 GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 3).

En ciertos aspectos, el polipéptido de férmula [I] comprende una secuencia al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:1.

En ciertos aspectos, el polipéptido de férmula [lI] comprende una secuencia al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:7.

En ciertos aspectos, dicha proteina de unién similar a un anticuerpo comprende ademas al menos un radiomarcador,
un agente de formacion de imagenes, un agente terapéutico, o un agente de diagndstico.

En ciertos aspectos, dicha proteina de unién similar a un anticuerpo tiene una actividad especifica de al menos 1,
1,1, 1,2, 1,3, 1,4 0 1,5 Ci/umoles.

En ciertos aspectos, dicha proteina de unién similar a un anticuerpo puede tener una Kd aparente como maximo de
8,7, 6,5 04 nM cuando la unién se mide mediante FACS, por ejemplo, con una proteina de unién similar a un
anticuerpo libre.

En ciertos aspectos, dicha proteina de unién similar a un anticuerpo presenta una alta estabilidad al estrés térmico.
De modo mas especifico, puede perderse menos del 25, 20, 15, 10 o 5% de proteina de unién similar a un
anticuerpo soluble después de una incubacion a 42°C durante una semana.
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En ciertos aspectos, dicha proteina de unién similar a un anticuerpo presenta una alta estabilidad en suero humano.
De modo especifico, al menos 70, 75, 80, 85, 90 o 95% de la proteina de unién similar a un anticuerpo puede ser
monomérica después de una incubacién a 37°C durante 24 horas en suero humano.

Una proteina de union similar a un anticuerpo “aislada” es una proteina que se ha identificado y separado y/o
recuperado a partir de un componente de su entorno natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural
son materiales que interferirian con los usos de diagndstico o terapéuticos para la proteina de unién similar a un
anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos o no proteicos. En realizaciones preferidas,
la proteina de unién similar a un anticuerpo estara purificada: (1) hasta mas del 95% en peso del anticuerpo, segun
se determina mediante el método de Lowry, y lo mas preferiblemente en mas del 99% en peso, (2) hasta un grado
suficiente como para obtener al menos 15 restos de la secuencia de aminoacidos N-terminal o una secuencia de
aminoacidos interna mediante el uso de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante
SDS-PAGE bajo condiciones reductoras o no reductoras empleando tincion de azul de Coomassie o,
preferiblemente, de plata. Las proteinas de unién similares a anticuerpos aisladas incluyen la proteina de union
similar a un anticuerpo in situ dentro de células recombinantes, puesto que al menos un componente del entorno
natural de la proteina de unién similar a un anticuerpo no estara presente.

Las expresiones “sustancialmente puro” o “sustancialmente purificado”, tal como se emplean en la presente, se
refieren a un compuesto o especie que es la especie predominante presente (es decir, en una base molar, la que es
mas abundante que cualquier otra especie individual en la composicion). En algunas realizaciones, una fraccion
sustancialmente purificada es una composicion en la que la especie comprende al menos aproximadamente 50%
(en una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes. En otras realizaciones, una composicion
sustancialmente pura comprendera mas de aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, o 99% de todas las especies
macromoleculares presentes en la composicién. En todavia otras realizaciones, la especie se purifica hasta una
homogeneidad fundamental (no pueden detectarse especies contaminantes en la composicion mediante métodos de
deteccion convencionales), en la que la composicidon consiste fundamentalmente en especies macromoleculares
individuales.

El término “antigeno” o la expresién “antigeno objetivo”, tal como se emplea en la presente, se refiere a una
molécula, o a una porciéon de una molécula, que es capaz de ser unida por un anticuerpo o por una proteina de
union similar a un anticuerpo, y que ademas es capaz de ser empleada en un animal para producir anticuerpos
capaces de unirse a un epitopo de este antigeno. Un antigeno objetivo puede tener uno o mas epitopos. Con
respecto a cada antigeno objetivo reconocido por una proteina de unién similar a un anticuerpo, la proteina de union
similar a un anticuerpo es capaz de competir con un anticuerpo intacto que reconozca al antigeno objetivo. Se
entiende que una proteina de unién similar a un anticuerpo “bivalente”, distinta de una proteina de unién similar a un
anticuerpo “multiespecifica” o “multifuncional”, comprende sitios de unién al antigeno que tienen especificidad
antigénica idéntica.

Un anticuerpo biespecifico o bifuncional generalmente es un anticuerpo hibrido artificial que presenta dos parejas de
cadena pesada/cadena ligera diferentes y dos sitios de unidén o epitopos diferentes. Los anticuerpos biespecificos
pueden ser producidos mediante una diversidad de métodos que incluyen, pero no se limitan a, fusion de hibridomas
o enlace de fragmentos F(ab’).

Un fragmento F(ab), también denominado Fab, generalmente incluye una cadena ligera y los dominios Vy y Cyy de
una cadena pesada, en el que la porcion de cadena pesada Vu-Cyy del fragmento F(ab) no puede formar un enlace
disulfuro con otro polipéptido de cadena pesada. Tal como se emplea en la presente, un fragmento F(ab) también
puede incluir una cadena ligera que contiene dos dominios variables separados por un enlazador de aminoacidos y
una cadena pesada que contiene dos dominios variables separados por un enlazador de aminoacidos y un dominio
Ch1. Un fragmento F(ab) también puede incluir un enlace disulfuro entre C y Cu.

Un fragmento F(ab’) generalmente incluye una cadena ligera y una porcion de una cadena pesada que contiene mas
de la region constante (entre los dominios Cui y Ch2), de modo que puede formarse un enlace disulfuro
intercatenario entre dos cadenas pesadas para formar una molécula de F(ab’).

Un “diacuerpo” generalmente es un dimero de dos fragmentos variables monocatenarios (scFv) que consisten cada
uno en las regiones variables de cadena pesada (Vu) y variables de cadena ligera (V) conectadas por un pequefio
enlazador peptidico que es demasiado corto como para que las dos regiones variables se plieguen juntas, lo cual
obliga a los scFv a dimerizarse.

Las expresiones “propiedad bioldgica”, “caracteristica biologica”, y el término “actividad”, con referencia a una
proteina de unién similar a un anticuerpo de la invencién, se emplean de modo intercambiable en la presente e
incluyen, pero no se limitan a, la afinidad y la especificidad por un epitopo, la capacidad de antagonizar la actividad
del antigeno objetivo (o del polipéptido objetivo), la estabilidad in vivo de la proteina de unién similar a un anticuerpo,
y las propiedades inmunogénicas de la proteina de unién similar a un anticuerpo. Otras caracteristicas o
propiedades bioldgicas identificables de una proteina de unién similar a un anticuerpo incluyen, por ejemplo,
reactividad cruzada (es decir, con homodlogos no humanos del antigeno objetivo, o con otros antigenos objetivo o
tejidos, en general), y la capacidad para conservar unos altos niveles de expresion de la proteina en células de
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mamifero. Las caracteristicas o propiedades mencionadas anteriormente pueden ser observadas o medidas
empleando técnicas reconocidas en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, ELISA, ELISA competitivo, analisis
de resonancia de plasmones de superficie, ensayos de neutralizacion in vitro e in vivo, e inmunohistoquimica con
secciones de tejidos procedentes de fuentes diferentes, que incluyen seres humanos, primates, o cualquier otra
fuente que sea necesaria.

La expresion “fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional”, tal como se emplea en la presente, se
refiere a un fragmento polipeptidico que contiene al menos las CDR de las cadenas pesada o ligera de
inmunoglobulina a partir de la cual procede el fragmento polipeptidico. Un fragmento de inmunoglobulina
inmunoldgicamente funcional es capaz de unirse a un antigeno objetivo.

Una proteina de unién similar a un anticuerpo “neutralizante”, tal como se emplea en la presente, se refiere a una
molécula que es capaz de bloquear o reducir sustancialmente una funcion efectora de un antigeno objetivo con el
cual se une. Tal como se emplea en la presente, “reduce sustancialmente” significa una reducciéon de al menos
aproximadamente 60%, preferiblemente al menos aproximadamente 70%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 75%, aun mas preferiblemente al menos aproximadamente 80%, aun mas preferiblemente al
menos aproximadamente 85%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 90% de una funcién efectora
del antigeno objetivo.

El término “epitopo” incluye cualquier determinante, preferiblemente un determinante polipeptidico, capaz de unirse
especificamente con una inmunoglobulina o un receptor de células T. En ciertas realizaciones, los determinantes de
epitopo incluyen agrupamientos sobre la superficie de moléculas quimicamente activos, tales como aminoacidos,
cadenas laterales de azucares, grupos fosforilo, o grupos sulfonilo y, en ciertas realizaciones, pueden tener
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga especificas. Un epitopo es una
region de un antigeno a la cual se une un anticuerpo o una proteina de unién similar a un anticuerpo. En ciertas
realizaciones, se afirma que una proteina de union similar a un anticuerpo se une especificamente a un antigeno
cuando reconoce preferentemente a su antigeno objetivo en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas.
En realizaciones preferidas, se afirma que una proteina de unién similar a un anticuerpo se une especificamente a
un antigeno cuando la constante de disociaciéon en equilibrio es < 10® M, mas preferiblemente cuando la constante
de di1soociacic'>n en equilibrio es < 10° M, y lo mas preferiblemente cuando la constante de disociacion en equilibrio es
<107 M.

La constante de disociacion (Kp) de una proteina de union similar a un anticuerpo puede determinarse, por ejemplo,
mediante resonancia de plasmones de superficie. En general, un analisis de resonancia de plasmones de superficie
mide las interacciones de union a tiempo real entre un ligando (un antigeno objetivo sobre una matriz biodetectora) y
un analito (una proteina de unién similar a un anticuerpo en disolucién) mediante resonancia de plasmones de
superficie (SPR) empleando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor; Piscataway, NJ). El analisis de plasmones de
superficie también puede realizarse inmovilizando el analito (una proteina de union similar a un anticuerpo sobre una
matriz biodetectora) y presentando el ligando (antigeno objetivo). El término “Kp”, tal como se emplea en la presente,
se refiere a la constante de disociacion de la interaccién entre una proteina de unién similar a un anticuerpo concreta
y un antigeno objetivo.

La expresion “se une especificamente”, tal como se emplea en la presente, se refiere a la capacidad de una proteina
de unién similar a un anticuerpo, o uno de sus fragmentos de unién al antigeno, para unirse a un antigeno que
contiene un epitopo con una Kd de al menos aproximadamente 1 x 10 M, 1 x 107 M, 1 x 108 M, 1 x 10° M, 1x10
10 M, 1 x 10™ M, 1 x 1072 M, o mayor, y/o para unirse a un epitopo con una afinidad que es al menos dos veces
mayor que su afinidad por un antigeno no especifico.

El término “enlazador”, tal como se emplea en la presente, se refiere a uno o mas restos de aminoacidos insertados
entre dominios de inmunoglobulina para proporcionar una movilidad suficiente a los dominios de las cadenas ligera y
pesada para que puedan plegarse y formar inmunoglobulinas de regién variable dual cruzada. Los ejemplos no
limitantes incluyen enlazadores de glicina/serina, tales como GGGGS o GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 3), y
enlazadores de glicina/alanina. Un enlazador se inserta en la zona de transicién entre dominios variables o entre
dominios variables y constantes, respectivamente, al nivel de la secuencia. La zona de transicion entre los dominios
puede identificarse porque los tamafios aproximados de los dominios de inmunoglobulinas son conocidos. La
localizacion precisa de una zona de transicion de dominio puede determinarse localizando los tramos peptidicos que
no forman elementos de la estructura secundaria, tales como laminas beta o hélices alfa, segun se demuestra por
medio de datos experimentales, o como puede suponerse empleando técnicas de formacién de modelos o de
prediccion de la estructura secundaria. Los enlazadores son independientes pero, en algunos casos, pueden tener la
misma secuencia y/o longitud. Los enlazadores de aminoacidos ejemplares son conocidos en la técnica y resultan
adecuados para los usos descritos en la presente.

El término “etiqueta”, tal como se emplea en la presente, se refiere a cualquier molécula enlazada o secuencia
basada en afinidad fusionada, habitualmente en el marco, a cualquier posicién (generalmente en el extremo N-
terminal o C-terminal) de un polipéptido o una proteina de union similar a un anticuerpo. La presencia de una
etiqueta adecuada puede servir para mejorar la deteccion, la purificacion u otras caracteristicas de la proteina similar
a un anticuerpo. Las etiquetas basadas en la afinidad adecuadas incluyen cualquier secuencia que pueda unirse
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especificamente a otro resto (los ejemplos no limitantes incluyen polihistidina, 6x-histidina, FLAG, V5, biotina, HA,
GST o MBP). En algunos casos, una molécula enlazada puede ser un indicador emisor de luz que puede incluir
cualquier dominio que pueda indicar la presencia de un polipéptido. Los dominios indicadores emisores de luz
adecuados incluyen la luciferasa, proteinas fluorescentes o sus variantes emisores de luz.

El término “vector”, tal como se emplea en la presente, se refiere a cualquier molécula (por ejemplo, acido nucleico,
plasmido o virus) que se emplea para transferir informacioén codificadora a una célula hospedante. El término “vector”
incluye una molécula de acido nucleico que es capaz de transportar a otro acido nucleico con el que se ha unido. Un
tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a una molécula de ADN bicatenaria circular en la que pueden
insertarse otros segmentos de ADN. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que pueden insertarse segmentos
adicionales de ADN en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de una replicacién auténoma en la célula
hospedante en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de la replicacion
bacteriano y vectores de mamifero episémicos). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamifero no episémicos)
pueden integrarse en el genoma de una célula hospedante tras su introduccion en la célula hospedante, y alli se
replican junto con el genoma del hospedante. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de los
genes con los que estan unidos operablemente. Estos vectores se denominan en la presente “vectores de expresion
recombinantes” (o simplemente “vectores de expresion”). En general, los vectores de expresion Utiles en las técnicas
de ADN recombinante a menudo se encuentran en forma de plasmidos. Los términos “plasmido” y “vector’” pueden
emplearse de modo intercambiable en la presente, puesto que un plasmido es la forma de vector que se emplea de
modo mas habitual. Sin embargo, la invencion pretende incluir otras formas de vectores de expresion, tales como
vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos en la replicaciéon, adenovirus, y virus adenoasociados), que
tengan funciones equivalentes.

La expresién “unido operablemente”, tal como se emplea en la presente, se refiere a una disposicion de secuencias
flanqueantes, en la que las secuencias flanqueantes descritas se configuran o se ensamblan para realizar su funcion
habitual. Asi, una secuencia flanqueante enlazada operablemente a una secuencia codificadora puede ser capaz de
realizar la replicacion, la transcripcion y/o la traduccion de la secuencia codificadora. Por ejemplo, una secuencia
codificadora esta enlazada operablemente a un promotor cuando el promotor es capaz de dirigir la transcripcion de
esa secuencia codificadora. No es necesario que una secuencia flanqueante esté contigua a la secuencia
codificadora, siempre que actle correctamente. Asi, por ejemplo, pueden estar presentes secuencias intermedias no
traducidas, pero transcritas, entre una secuencia de promotor y la secuencia codificadora, y la secuencia de
promotor aun puede considerarse que esta “enlazada operablemente” a la secuencia codificadora.

La expresion “célula hospedante recombinante” (o “célula hospedante”), tal como se emplea en la presente, se
refiere a una célula en la cual se ha introducido un vector de expresién recombinante. Una célula hospedante
recombinante o una célula hospedante se refiere no solo a la célula mencionada en concreto, sino también a la
progenie de dicha célula. Debido a que pueden producirse ciertas modificaciones en las generaciones sucesivas
debidas a mutaciones o influencias ambientales, es posible que esta progenie, de hecho, no sea idéntica a la célula
de origen, pero estas células siguen incluyéndose en el alcance de la expresion “célula hospedante”, tal como se
emplea en la presente. Puede utilizarse una amplia diversidad de sistemas de expresion de células hospedantes
para expresar las proteinas de unidn similares a anticuerpos de la invencion, que incluyen sistemas de expresion
bacterianos, de levadura, baculovirales y de mamifero (asi como sistemas de expresion de presentacion de fagos).
Un ejemplo de un vector de expresion bacteriano adecuado es pUC19. Para expresar una proteina de union similar
a un anticuerpo de modo recombinante, una célula hospedante se transforma o se transfecta con uno o mas
vectores de expresion recombinantes que portan fragmentos de ADN que codifican las cadenas polipeptidicas de la
proteina de unién similar a un anticuerpo, de modo que las cadenas polipeptidicas se expresen en la célula
hospedante y, preferiblemente, sean segregadas hacia el medio en el que se cultivan las células hospedantes, a
partir del cual puede recuperarse la proteina de unién similar a un anticuerpo.

El término “transformacion”, tal como se emplea en la presente, se refiere a un cambio en las caracteristicas
genéticas de una célula, y una célula se ha transformado cuando se ha modificado para que contenga una nuevo
ADN. Por ejemplo, una célula se transforma cuando se modifica genéticamente partiendo de su estado nativo.
Después de la transformacion, el ADN transformante puede recombinarse con el de la célula mediante su
integracion fisica en un cromosoma de la célula, o puede ser mantenido de forma transitoria como un elemento
episémico sin que sea replicado, o puede replicarse independientemente como un plasmido. Se considera que una
célula se ha transformado de modo estable cuando el ADN se replica con la division de la célula. El término
“transfeccion”, tal como se emplea en la presente, se refiere a la captacion de ADN extrafio o exdgeno por una
célula, y una célula ha sido “transfectada” cuando el ADN exdgeno ha sido introducido dentro de la membrana
celular. En la técnica se conocen una serie de técnicas de transfeccion. Estas técnicas pueden emplearse para
introducir una o mas moléculas de ADN exdgeno en células hospedantes adecuadas.

La expresion “de origen natural’, tal como se emplea y se aplica a un objeto en la presente, se refiere al hecho de
que el objeto puede encontrarse en la naturaleza y ain no ha sido manipulado por el ser humano. Por ejemplo, un
polinucleétido o un polipéptido que esta presente en un organismo (incluyendo virus) que se puede aislar a de una
fuente en la naturaleza y que no ha sido modificado intencionadamente por el ser humano es de origen natural. De
modo similar, “de origen no natural”, tal como se emplea en la presente, se refiere a un objeto que no se encuentra
en la naturaleza o que ha sido modificado estructuralmente o que ha sido sintetizado por el ser humano.
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Tal como se emplea en la presente, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas se ajustan a su
utilizacion convencional. Los estereoisomeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos
convencionales, aminoacidos no naturales, tales como aminoacidos «,a-disustituidos, N-alquilaminoacidos, el acido
lactico y otros aminoacidos no convencionales también pueden resultar componentes adecuados para las cadenas
polipeptidicas de las proteinas de union similares a anticuerpos de la invencion. Los ejemplos de aminoacidos no
convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, &-N,N,N-trimetil-lisina, e-N-acetil-lisina, O-fosfoserina,
N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-methilhistidina, 5-hidroxil-lisina, o-N-metilarginina, y otros aminoacidos e
iminoacidos similares (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). En la notacion de polipéptidos empleada en la presente, la
direccion hacia la izquierda es la direccion hacia el amino-terminal, y la direccién hacia la derecha es la direccion
hacia el carboxilo-terminal, segun la convencion y el uso convencional.

Los restos de origen natural pueden dividirse en clases basandose en las propiedades comunes de sus cadenas
laterales:

(1) hidréfobos: Met, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Tyr, Pro;

(2) hidrdfilos polares: Arg, Asn, Asp, Gin, Glu, His, Lys, Ser, Thr;
(3) alifaticos: Ala, Gly, lle, Leu, Val, Pro;

(4) hidréfobos alifaticos: Ala, lle, Leu, Val, Pro;

(5) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

(6) acidos: Asp, Glu;

(7) basicos: His, Lys, Arg;

(8) restos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
(9) aromaticos: His, Trp, Tyr, Phe; y

(10) hidréfobos aromaticos: Phe, Trp, Tyr.

Las sustituciones de aminoacidos conservativas pueden implicar intercambiar un miembro de una de estas clases
por otro miembro de la misma clase. Las sustituciones de aminoacidos conservativas pueden incluir restos de
aminoacidos no naturales, que generalmente se incorporan mediante sintesis peptidica sintética y no mediante
sintesis en sistemas bioldgicos. Estos incluyen peptidomiméticos y otras formas revertidas o invertidas de restos de
aminoacidos. Las sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas
clases por un miembro de otra clase.

Los expertos en la técnica seran capaces de determinar las variantes adecuadas de las cadenas polipeptidicas de
las proteinas de union similares a anticuerpos de la invencidon empleando técnicas muy conocidas. Por ejemplo, los
expertos en la técnica pueden identificar areas adecuadas de una cadena polipeptidica que pueden cambiarse sin
destruir la actividad localizando regiones que se cree que no son importantes para la actividad. Como alternativa, los
expertos en la técnica pueden identificar restos y porciones de las moléculas que estan conservados entre
polipéptidos similares. Ademas, incluso las areas que pueden ser importantes para la actividad biolégica o para la
estructura pueden someterse a sustituciones de aminoacidos conservativas sin destruir la actividad bioldgica ni
afectar de modo adverso a la estructura del polipéptido.

El término “quelante” describe un compuesto quimico en forma de un anillo heterociclico que puede contener un
metal coordinado con al menos dos iones no metalicos. La presencia de restos quelantes de cationes de acidos
duros en la proteina de unién similar a un anticuerpo ayuda a asegurar la rapida eliminacion in vivo del compuesto
para el diagndstico acompafnante.

Los quelantes se unen covalentemente al anticuerpo o a la proteina de unién similar a un anticuerpo empleando
métodos convencionales de bioconjugacion. Los restos que contienen amina (por ejemplo, lisina o el N-terminal) del
anticuerpo forman un enlace amida con un quelante que contiene un éster activado (por ejemplo, un éster N-
hidroxisuccinimidilico). Los restos que contienen azufre (por ejemplo, cisteina) se conjugan con quelantes que
contienen un éster activado o un resto de maleimida. Como alternativa, los bioconjugados se forman cuando restos
de carboxilato activados en el anticuerpo forman una amida o tioéster con grupos amina o tiol, respectivamente, del
quelante. Se emplean enlazadores bifuncionales tales como, por ejemplo PEG-maleimida (PEG-Mal), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC) o 3-(2-piridiltio)propionato de N-succinimidilo
(SPDP) cuando es necesario.

Los quelantes se eligen por sus propiedades de unidon a metales, y pueden cambiarse a voluntad. Pueden
emplearse quelantes tales como NOTA (acido 1,4,7-triaza-ciclononan-N,N’,N’-triacético), DOTA (acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacético), DTPA (acido 1,1,4,7,7-dietilentriaminapentaacético), TETA (acido p-
bromoacetamidobenciltetraetilaminatetraacético), y Df (desferrioxamina B) con una diversidad de radiomarcadores,
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radionuclidos, radiois6topos, metales y radiometales. Los quelantes de tipo DOTA, cuando el ligando incluye
funciones quelantes de bases fuertes, tales como grupos carboxilato o amina, son los mas eficaces para quelar
cationes de acidos duros, en especial cationes de metales del Grupo lla y del Grupo llla. Estos complejos de metal-
quelato pueden hacerse muy estables adaptando el tamafio del anillo al metal de interés. Ademas, puede
conjugarse mas de un tipo de quelante con la construccion objetivo para unir multiples iones metalicos, por ejemplo,
radionuclidos de diagndstico y/o radionuclidos terapéuticos.

Los radiomarcadores, radionuclidos o radioisétopos de diagnodstico particularmente Utiles que pueden unirse a los
agentes quelantes del anticuerpo o de la proteina de union similar a un anticuerpo modificada incluzyen, €ero no se
limitan a, 110In, 111In, 177Lu, 18F, 52Fe, 62Cu’ 64Cu’ 67Cu, 67Ga, 68Ga’ 86Y, QOY, SQZr, 94Tc, 94Tc, 99m-|-c, 1 OI, 12 I 124|, 125|,
131I, 154'158Gd, 32P, 11C, 13N, 15O, 186Re, 188Re, 51Mn, 52mMn, 55Co, 72As, 75Br, 76Br, 82'“Rb, 83’Sr, u otros emisores de
rayos gamma, beta, o de positrones. Los radimarcadores de diagnéstico incluyen una energia de descomposicion en
el intervalo de 25 a 10.000 keV, mas preferiblemente en el intervalo de 25 a 4.000 keV, y ain mas preferiblemente
en el intervalo de 20 a 1.000 keV, y aun mas preferiblemente en el intervalo de 70 a 700 keV. Las energias de
descomposicion totales de los radionuclidos emisores de positrones Utiles son preferiblemente < 2.000 keV, mas
preferiblemente menores que 1.000 keV, y lo mas preferiblemente < 700 keV. Los radiomarcadores utiles como
agentes de diagndstico que emplean la deteccion por rayos gamma incluyen, pero no se limitan a: Cr-51, Co-57, Co-
58, Fe-59, Cu-67, Ga-67, Se-75, Ru-97, Tc-99m, In-111, In-114m, 1-123, 1-125,1-131, Yb-169, Hg-197, y T1-201. Las
energias de descomposicion de los radiomarcadores emisores de rayos gamma Uutiles son preferiblemente de 20 a
2000 keV, mas preferiblemente de 60 a 600 keV, y lo mas preferiblemente de 100 a 300 keV.

El término “paciente”, tal como se emplea en la presente, incluye, pero no se limita a, sujetos humanos y animales.

Un “trastorno” es cualquier afeccion que se beneficiaria de un tratamiento que emplee el anticuerpo o la proteina de
union similar a un anticuerpo modificada de la invencion. “Trastorno” y “afeccion” se emplean de modo
intercambiable en la presente e incluyen trastornos o enfermedades cronicos y agudos, incluyendo las afecciones
patolégicas que predisponen a un paciente al trastorno en cuestion. En ciertos aspectos, el trastorno es un cancer,
tal como un cancer de tumor solido. En ciertos aspectos especificos, el cancer es cancer de mama, cancer de colon,
carcinoma ovarico, cancer endometrial, osteosarcoma, cancer cervical, cancer de préstata, cancer de pulmén,
carcinoma sinovial, cancer pancreatico, cancer de rifién, un cancer del sistema linfatico, un sarcoma o un carcinoma
en el que se expresa CAB, u otro cancer que aun deba determinarse, en el que el glicotopo CA6 se exprese
predominantemente. El cancer puede ser, por ejemplo, un carcinoma ovarico seroso, carcinoma ovarico
endometriode, neoplasia del cuello uterino, neoplasia del endometrio, neoplasia de la vulva, carcinoma de mama,
tumor pancreatico, y tumor del urotelio.

Cualquier trastorno que pueda tratarse mediante la destrucciéon de poblaciones de células seleccionadas es
adecuado para su uso con las proteinas de union similares a anticuerpos descritas en la presente, tal como un
cancer, una enfermedad autoinmunoldgica, tal como lupus sistémico, artritis reumatoide, y esclerosis multiple; el
rechazo de injertos, tal como el rechazo a un transplante renal, el rechazo a un transplante de higado, el rechazo a
un transplante de pulmon, el rechazo a un transplante cardiaco, y el rechazo a un transplante de médula 6sea; la
enfermedad del injerto contra el hospedante; una infeccion viral, tal como una infecciéon por mV, una infeccion por
VIH, SIDA, etc.; y una infeccién parasitaria, tal como giardiasis, amebiasis, esquistosomiasis, y otras, segun pueden
determinar los expertos en la técnica.

Un nivel de expresion de referencia puede ser, por ejemplo, el nivel de expresion de CA6 en tejido no enfermo del
paciente (por ejemplo, procedente del mismo tipo de tejido que el que contiene el tumor), o el estandar de referencia
puede determinarse, por ejemplo, a partir de un estandar aceptado en la técnica, tal como derivado de los niveles de
expresion en tejidos no enfermos procedentes de una poblacién de individuos.

Los términos “tratamiento” o “tratar”, tal como se emplean en la presente, se refieren al tratamiento terapéutico y a
medidas profilacticas o preventivas. Los que necesitan tratamiento incluyen los que presentan el trastorno, asi como
los propensos a presentar el trastorno, o aquellos en los que el trastorno debe prevenirse.

Las expresiones “composicién farmacéutica” o “composicion terapéutica”, tal como se emplean en la presente, se
refieren a un compuesto o una composiciéon capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administran
de modo adecuado a un paciente.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” o “vehiculo fisiolégicamente aceptable”, tal como se emplean
en la presente, se refieren a uno o mas materiales de formulaciéon adecuados para realizar o potenciar el suministro
de un anticuerpo o una proteina de unién similar a un anticuerpo modificada.

Los términos “cantidad eficaz” y “cantidad terapéuticamente eficaz’, cuando se emplean haciendo referencia a una
composicion farmacéutica que comprende uno o mas anticuerpos o proteinas de unién similares a anticuerpos
modificadas, se refieren a una cantidad o dosis suficiente para producir un resultado terapéutico deseado. De modo
mas especifico, una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad de un anticuerpo o una proteina de unién
similar a un anticuerpo modificada que es suficiente para inhibir, durante algun periodo de tiempo, uno o mas de los
procesos patoldgicos clinicamente definidos asociados con el trastorno que se esta tratando. Tal como se emplea en
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la presente, una “cantidad terapéuticamente eficaz” también se refiere a una cantidad de proteina similar a un
anticuerpo que es eficaz para visualizar un tejido que expresa CAB, por ejemplo, tejido tumoral. La cantidad eficaz
puede variar dependiendo del anticuerpo o de la proteina de unién similar a un anticuerpo modificado especificos
que se estan utilizando, y también depende de una diversidad de factores y condiciones relacionadas con el
paciente que se esta tratando y con la gravedad del trastorno. Por ejemplo, si el anticuerpo o la proteina de unién
similar a un anticuerpo modificada se va a administrar in vivo, factores tales como la edad, el peso y la salud del
paciente, asi como las curvas de respuesta a la dosis y los datos de toxicidad obtenidos en estudios con animales
preclinicos, estaran entre los factores a considerar. La determinaciéon de una cantidad eficaz o una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica concreta esta dentro de la capacidad de los expertos en
la técnica.

Los términos “adquiere” o “adquirir’, tal como se emplean en la presente, se refieren a obtener la posesiéon de una
entidad fisica, o un valor, por ejemplo, un valor numérico, mediante la “adquisicion directa” o la “adquisicion
indirecta” de la entidad fisica o el valor. La “adquisicion directa” significa realizar un proceso (por ejemplo, realizar un
método sintético o analitico) para obtener la entidad fisica o el valor. La “adquisicion indirecta” se refiere a recibir la
entidad fisica o el valor de otro grupo o fuente (por ejemplo, un tercer grupo de laboratorio que adquiere
directamente la entidad fisica o el valor). La adquisicion directa de una entidad fisica incluye realizar un proceso que
incluye un cambio fisico en una sustancia fisica, por ejemplo, un material de partida. Los ejemplos de cambios
incluyen fabricar una entidad fisica a partir de dos o mas materiales de partida, cizallar o fragmentar una sustancia,
separar o purificar una sustancia, combinar dos o mas entidades separadas en una mezcla, y realizar una reaccion
quimica que incluye la ruptura o la formacion de un enlace covalente o no covalente. La adquisicion directa de un
valor incluye realizar un proceso que incluye un cambio fisico en una muestra u otra sustancia, por ejemplo, realizar
un proceso analitico que incluye un cambio fisico en una sustancia, por ejemplo, una muestra, un analito o un
reactivo (a veces denominado en la presente un “andlisis fisico”).

La informacion que se adquiere indirectamente puede ser proporcionada en forma de informe, por ejemplo,
suministrada en papel o en forma electrénica, tal como a partir de una base de datos en linea o aplicacion (una
“app”). El informe o la informacién puede ser proporcionado, por ejemplo, por una institucién sanitaria, tal como un
hospital o una clinica; o un cuidador sanitario, tal como un médico o un enfermero.

Una realizacion de la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de unién similar a un
anticuerpo modificada.

2. Usos de las proteinas de unién similares a anticuerpos

Las proteinas de union similares a anticuerpos modificadas de la invencién pueden emplearse en cualquier método
de ensayo conocido, tal como ensayos de unién competitiva, ensayos de “sandwich” directos e indirectos, y ensayos
de inmunoprecipitacion para la deteccioén y la cuantificacion de uno o mas antigenos objetivo. Las proteinas de union
similares a anticuerpos modificadas se uniran a uno o mas antigenos objetivo con una afinidad que es apropiada
para el método de ensayo que se esta empleando.

Para aplicaciones de diagndstico, en ciertas realizaciones, las proteinas de unién similares a anticuerpos
modificadas pueden marcarse con un resto detectable. El resto detectable puede ser cualquier resto que sea capaz
de producir, de modo directo o indirecto, una sefial detectable. Por ejemplo, el resto detectable puede ser un
radiomarcador, un radioisotopo, un radionuclido, un agente de formacion de imagenes, un agente terapéutico o un
agente de diagnostico, tal como 3H, 14C, 32P, 358, 125I, Tc, 111In, 18F, 11C, 68Ga, 64Cu, SQZr, 240 67Ga; un compuesto
fluorescente o quimioluminiscente, tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina, o luciferina; o una enzima, tal
como fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, o peroxidasa de rabano picante.

Un resto indicador apropiado puede ser detectado mediante una técnica de formaciéon de imagenes concreta (por
ejemplo, un indicador radiomarcado con BEMC/BGatcur®®zr para la formacién de imagenes PET, un indicador
marcado con *"Tc/"In para la formacién de imagenes SPECT, un indicador marcado con un tinte fluorescente para
la formacién de imagenes opticas, o un indicador marcado con un material paramagnético para MRI). Se recomienda
una correspondencia apropiada entre la semivida biolégica del anticuerpo o la proteina de unién similar a un
anticuerpo y el periodo de semidesintegracion fisico del radiomarcador (véase la Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplos de radiomarcadores y su periodo de semidesintegracion

Radiomarcador Periodo de semidesintegracion
®Ga 68 min.
°F 109 min.
**Cu 12,7h
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®zr 78,4 h

2 100,2 h

El desarrollo de una proteina de union similar a un anticuerpo o sonda para el diagndstico acompafante de
formacién de imagenes fundamentalmente requiere un proceso similar al descubrimiento de farmacos (por ejemplo,
comenzando a partir de una sonda objetivo, dosimetria de radiacion, estudios de toxicidad realizados con practicas
de laboratorio correctas, produccién con practicas de fabricacién correctas, evaluacion preclinica, validacion
preclinica de la sonda objetivo y evaluacion clinica). Otros parametros que pueden evaluarse son: el momento
optimo para realizar la formacion de las imagenes con relacion a la administracion del trazador, la correlaciéon con
analisis ex vivo, la biodistribucion del trazador y la especificidad de objetivo (ensayados con un fragmento
radiomarcado no pertinente). Tras haber sido totalmente desarrollada, la sonda de formacion de imagenes
moleculares puede emplearse como prueba de diagndstico acompafiante de formacion de imagenes moleculares
para un agente o farmaco concreto.

Las proteinas de unién similares a anticuerpos modificadas de la invencion también son Utiles para la formacion de
imagenes in vivo. Una proteina de uniéon similar a un anticuerpo marcada con un resto detectable puede
administrarse a un animal, preferiblemente a la corriente sanguinea, y ensayarse la presencia y la localizacion del
anticuerpo marcado. La proteina de unién similar a un anticuerpo puede marcarse con cualquier resto que sea
detectable en un animal, mediante resonancia magnética nuclear, tomografia de emisién de positrones, u otros
medios de deteccion conocidos en la técnica.

La técnica de formacion de imagenes in vivo puede utilizarse para formar la imagen de un tejido, tal como un tejido
tumoral, para evaluar el nivel de expresion del glicotopo CA6 en el tejido. La determinacion del nivel de expresion de
CAGB en el tejido es util, por ejemplo, para determinar si un paciente, tal como un paciente de cancer, seria un buen
candidato para el tratamiento con un farmaco dirigido a un glicotopo CA6. Por ejemplo, la proteina de unién similar a
un anticuerpo es Util como prueba de diagndstico acompafante para un agente citotoxico huDM6-DM4.

En una realizacion, un paciente se evalia para un tratamiento con una molécula dirigida a CA6, tal como huDM6-
DM4. El paciente se evalla, por ejemplo, mediante la adquisicion de informacion con respecto al nivel de expresion
de CA6 en un tejido enfermo, tal como un tejido tumoral (por ejemplo, una biopsia de un tejido), y si se determina
que el nivel de expresion de CA6 es mayor que 10% del nivel de expresion de referencia (por ejemplo, mayor o igual
a 10%, 20%, 30%, 40% o mas que un nivel de referencia), entonces se determina que el paciente es un buen
candidato para un tratamiento con la molécula dirigida a CA6. Se predice que un paciente que es un buen candidato
para un tratamiento con la molécula dirigida a CA6 respondera positivamente al tratamiento con la molécula. Se
determina que un paciente que no presenta un nivel adecuado de expresion de CAB, por ejemplo, menor que 10%
de expresiéon de CA6, comparado con un estandar de referencia, no es un buen candidato para un tratamiento con
una molécula dirigida a CA6.

Un nivel de expresion de referencia puede ser, por ejemplo, el nivel de expresion de CA6 en un tejido no enfermo del
paciente (por ejemplo, del mismo tipo de tejido que el que contiene el tumor), o el estandar de referencia puede ser
determinado, por ejemplo, a partir de un estandar aceptado en la técnica, tal como el derivado de los niveles de
expresion en tejidos no enfermos procedentes de una poblacién de individuos.

En una realizacion, el nivel de expresion de CA6 en un tejido de un sujeto se adquiere indirectamente, tal como a
partir de un proveedor de servicios, una institucién médica, un hospital o una clinica o la consulta de un médico, o a
partir de un profesional sanitario, tal como un médico o un enfermero, o a partir de un agente de seguros, o a partir
de una base de datos. En otra realizacién, el nivel de expresién de CA6 se determina directamente, tal como
mediante la administracion al sujeto de la proteina de unién similar a un anticuerpo incluida en la invencion, y
determinar el nivel de expresion de CA6 mediante una técnica de formacion de bioimagenes.

A un paciente que se ha determinado que es un buen candidato para un tratamiento con una molécula dirigida a
CA6 opcionalmente se le puede administrar después la molécula dirigida a CA6. En algunas realizaciones, un
paciente tratado con una molécula dirigida a CA6 se controlara a intervalos (por ejemplo, cada semana, cada dos
semanas, cada mes, cada dos meses) después de la administracion de la molécula dirigida a CA6 para determinar
si el nivel de expresion de CA6 esta cambiando (por ejemplo, esta disminuyendo) después del tratamiento con la
molécula dirigida a CA6. Si después de una cierta cantidad de tiempo, o después de que el paciente presente
acontecimientos adversos, si el nivel de expresion de CA6 en el tejido enfermo sigue sin cambiar, puede tomarse la
decision de detener o de continuar el tratamiento con la molécula dirigida a CAG.

En una realizaciéon, un paciente se controla durante el tratamiento con una molécula dirigida a CA6, tal como
huDM6-DM4. El paciente se controla, por ejemplo, adquiriendo informacién con respecto al nivel de expresion de
CAG6 en un tejido enfermo, tal como un tejido tumoral, después de la administracién de una molécula dirigida a CA6 o
un tratamiento con una molécula dirigida a CA6, tal como huDM6-DM4, y si se determina que el nivel de expresion
de CA6 es mayor que 10% del nivel de expresion de referencia (por ejemplo, mayor o igual a 10%, 20%, 30%, 40%
o mayor que un nivel de referencia), entonces se determina que el paciente es un buen candidato para un
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tratamiento continuado con la molécula dirigida a CA6. Si se determina que el nivel de expresion de CA6 ha
disminuido durante el tratamiento con una molécula dirigida a CA6, tal como huDM6-DM4, entonces se determina
que el paciente ha respondido positivamente al tratamiento con la molécula, y que el tratamiento con huDS6-DM4
debe continuar. Se determina que un paciente que no presenta un nivel adecuado de expresiéon de CAG6, por
ejemplo, menor que 10% de expresion de CA6, comparado con un estandar de referencia, o que presenta un mayor
nivel de expresion de CA6, no es un buen candidato para un tratamiento continuado con una molécula dirigida a
CA6.

La invencion, segun se describe en la presente, también se refiere a un kit que comprende una proteina de union
similar a un anticuerpo de la invencion y otros reactivos utiles para detectar niveles de antigenos objetivo en
muestras bioldgicas. Estos reactivos pueden incluir un marcador detectable, suero de bloqueo, muestra de control
positivo y negativo, y reactivos de deteccion.

4. Composiciones de proteinas de unién similares a anticuerpos modificadas y su administracion

Las composiciones que comprenden proteinas de unién similares a un anticuerpo modificadas de la invencion estan
dentro del alcance de la invencién. Estas composiciones de diagnostico, terapéuticas o farmacéuticas pueden
comprender una cantidad diagndstica o terapéuticamente eficaz de una proteina de unién similar a un anticuerpo, o
un conjugado de farmaco-proteina de unién similar a un anticuerpo, mezclado con un agente de formulacion
farmacéutica o fisioldgicamente aceptable seleccionado por su idoneidad con respecto al modo de administracion.

Los materiales de formulacién aceptables preferiblemente no son téxicos para los receptores en las dosis y las
concentraciones empleadas.

La composicion de diagnoéstico o farmacéutica puede contener materiales de formulacion para modificar, mantener o
conservar, por ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la transparencia, el color, la isotonicidad, el olor, la
esterilidad, la estabilidad, la velocidad de disolucién o liberacién, la adsorcién, o la penetracion de la composicién.
Los materiales de formulacion adecuados incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos (tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina, o lisina), antimicrobianos, antioxidantes (tales como acido ascoérbico, sulfito de sodio, o bisulfito
de sodio), amortiguadores (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos, u otros acidos organicos),
agentes de relleno (tal como manitol o glicina), agentes quelantes (tales como acido etilendiaminatetraacético
(EDTA)), agentes formadores de complejo (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina, o hidroxipropil-
beta-ciclodextrina), cargas, monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono (tales como glucosa, manosa, o
dextrinas), proteinas (tales como albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas), agentes colorantes,
aromatizantes y diluyentes, agentes emulgentes, polimeros hidrofilos (tales como polivinilpirrolidona), polipéptidos de
bajo peso molecular, contraiones formadores de sales (tales como sodio), conservantes (tales como cloruro de
benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno,
clorhexidina, acido soérbico, o perdxido de hidrogeno), disolventes (tales como glicerina, propilenglicol, o
polietilenglicol), alcoholes de azucares (tales como manitol o sorbitol), agentes suspensores, tensioactivos o agentes
humectantes (tales como Pluronic; PEG; ésteres de sorbitano; polisorbatos, tales como polisorbato 20 o polisorbato
80; Triton; trometamina; lecitina; colesterol o Tyloxapol), agentes potenciadores de la estabilidad (tales como
sacarosa o sorbitol), agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros de metal alcalino, preferiblemente
cloruro de sodio o potasio, o manitol sorbitol), vehiculos de transporte, diluyentes, excipientes y/o adyuvantes
farmacéuticos (véase, por ejemplo, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (182 Ed., A.R. Gennaro, ed.,
Mack Publishing Company 1990), y ediciones posteriores del mismo).

La composicion de diagnéstico o farmacéutica 6ptima sera determinada por los expertos en la técnica dependiendo,
por ejemplo, de la via prevista de administracion, el formato de administracion y la dosificacion deseada. Estas
composiciones pueden influir en el estado fisico, la estabilidad, la velocidad de liberacion in vivo, y la velocidad de
eliminacion in vivo de la proteina de unién similar a un anticuerpo.

El principal vehiculo o portador en una composiciéon de diagndstico o farmacéutica puede tener una naturaleza
acuosa o no acuosa. Por ejemplo, un vehiculo o portador adecuado para la inyeccion puede ser el agua, una
disolucion salina fisioldgica, o fluido cerebroespinal artificial, quizas suplementado con otros materiales habituales en
composiciones para la administracion parenteral. Otros ejemplos de vehiculos son la disolucion salina amortiguada
neutra o la disolucidon salina mezclada con albumina de suero. Otros ejemplos de composiciones farmacéuticas
comprenden amortiguador de Tris con pH de aproximadamente 7,0-8,5, o amortiguador de acetato con pH de
aproximadamente 4,0-5,5, que también pueden incluir sorbitol o un sustituto adecuado. En una realizacién de la
invencion, las composiciones de proteinas de unién similares a anticuerpos modificadas pueden prepararse para la
conservacion mezclando la composicion seleccionada con el grado de pureza deseado con agentes de formulacion
opcionales en forma de una torta liofilizada o una disolucién acuosa. Ademas, las proteinas de unién similares a
anticuerpos pueden formularse como un liofilizado empleando excipientes apropiados, tales como sacarosa.

Las composiciones de diagndstico o farmacéuticas de la invencion pueden seleccionarse para la administracion
parenteral. Como alternativa, las composiciones pueden seleccionarse para la inhalacién o para la administracion a
través del tracto digestivo, tal como la administracion oral. La preparacion de estas composiciones
farmacéuticamente aceptables esta dentro del conocimiento de la técnica.
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Los componentes de la formulacién estan presentes en concentraciones que son aceptables para el sitio de la
administracion. Por ejemplo, se emplean amortiguadores para mantener la composicion al pH fisiolégico o a un pH
ligeramente inferior, generalmente dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 8.

Cuando se contempla la administracion parenteral, las composiciones de diagndstico o terapéuticas para su uso en
esta invencion pueden estar en forma de una disolucién acuosa parenteralmente aceptable y apirégena, que
comprende la proteina de unién similar a un anticuerpo deseada en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un
vehiculo particularmente adecuado para la inyeccion parenteral es el agua destilada estéril, en la que se formula una
proteina de unién similar a un anticuerpo en forma de una disolucion isotonica estéril conservada de modo
apropiado. Ofra preparacion puede implicar la formulacion de la molécula deseada con un agente, tal como
microesferas inyectables, particulas bioerosionables, compuestos poliméricos (tales como poli(acido lactico) o
poli(acido glicolico)), perlas o liposomas, que proporcione la liberacién controlada o sostenida del producto, que
después puede administrarse mediante una inyeccién de liberacion lenta. También puede emplearse el acido
hialurénico, y éste puede tener el efecto de estimular la duracién sostenida en la circulacion. Otros medios
adecuados para la introduccién de la molécula deseada incluyen los dispositivos de administracion de farmacos
implantables.

En una realizacion, la composicion de diagnostico o farmacéutica puede formularse para la inhalacion. Por ejemplo,
una proteina de unién similar a un anticuerpo modificada puede formularse como un polvo seco para la inhalacion.
Las disoluciones de inhalacién de proteinas de unién similares a un anticuerpo también pueden formularse con un
propelente para la administracion en aerosol. En otra realizacion, las disoluciones pueden nebulizarse.

También se contempla que ciertas formulaciones puedan administrarse por via oral. En una realizacion de la
invencion, las proteinas de unién similares a un anticuerpo que se administran de este modo pueden formularse con
o sin los vehiculos que habitualmente se emplean para preparar formas de dosificacién sélidas, tales como
comprimidos y capsulas. Por ejemplo, puede disefiarse una capsula para que libere la porcion activa de la
formulacién en un punto del tracto gastrointestinal en el que la biodisponibilidad se maximice y la degradacion
presistémica se minimice. Pueden incluirse otros agentes para facilitar la absorcion de la proteina de unién similar a
un anticuerpo. También pueden emplearse diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de fusidn, aceites
vegetales, lubricantes, agentes suspensores, agentes disgregantes de comprimidos, y aglutinantes.

Otra composicion de diagnostico o farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de proteina de unién similar a un
anticuerpo mezclada con excipientes no téxicos que son adecuados para la fabricacion de comprimidos. Mediante la
disolucion de los comprimidos en agua estéril, u otro vehiculo apropiado, pueden prepararse disoluciones en forma
de dosis unitarias. Los excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes, tales como
carbonato de calcio, carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa, o fosfato de calcio; o agentes aglutinantes, tales
como almidén, gelatina, o goma arabiga; o agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, acido estearico,
o talco.

Otras composiciones de diagndstico o farmacéuticas de la invencion seran evidentes para los expertos en la técnica,
e incluyen formulaciones que incluyen una proteina de union similar a un anticuerpo en formulaciones de liberacion
sostenida o controlada. Los expertos en la técnica también conocen técnicas para formular una diversidad de otros
medios de liberacién sostenida o controlada, tales como vehiculos de liposomas, microparticulas bioerosionables o
perlas porosas e inyecciones de liberacion lenta. Otros ejemplos de preparaciones de liberaciéon sostenida incluyen
matrices poliméricas semipermeables en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas.
Las matrices de liberacion sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidas, copolimeros del acido L-
glutamico y gamma-etil-L-glutamato, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), etileno-acetato de vinilo, o poli(acido D(-)-3-
hidroxiburitico). Las composiciones de liberacién sostenida también pueden incluir liposomas, que pueden
prepararse mediante cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica.

Las composiciones de diagndstico o farmacéuticas de la invencién que se van a emplear para la administracion in
vivo generalmente deben ser estériles. Esto puede lograrse mediante una filtracion a través de membranas de
filtracion estériles. Cuando la composicién se liofiliza, la esterilizacion, empleando este método, puede realizarse
antes o después de la liofilizacion y la reconstitucion. La composicion para la administracion parenteral puede
conservarse en forma liofilizada o en una disolucién. Ademas, las composiciones parenterales generalmente se
introducen en un recipiente que tiene un acceso estéril, por ejemplo, una bolsa de disolucién intravenosa o un vial
que tenga un tapon que pueda ser atravesado por una aguja de inyeccion hipodérmica.

Tras haber formulado la composicion de diagnostico o farmacéutica, ésta puede conservarse en viales estériles
como una disolucién, suspension, gel, emulsién, solido o como un polvo deshidratado o liofilizado. Estas
formulaciones pueden conservarse en una forma lista para usar o en una forma (por ejemplo, liofilizada) que
requiera una reconstitucion antes de la administracion.

La invencion también incluye kits para producir una unidad de administracion de dosis unitaria. Los kits pueden
contener cada uno un primer recipiente que contiene una proteina seca y un segundo recipiente que contiene una
formulacion acuosa. Dentro del alcance de la invencion también se incluyen kits que contienen jeringas prerrellenas
de una Unica camara y de multiples camaras (por ejemplo, jeringas para liquidos y liojeringas).

20



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 644 668 T3

La composicién también puede administrarse de modo local mediante la implantacion de una membrana, esponja u
otro material apropiado sobre el cual la molécula deseada se ha absorbido o encapsulado. Cuando se emplea un
dispositivo de implantacién, éste puede implantarse en cualquier tejido u érgano adecuado, y el suministro de la
molécula deseada puede ser mediante difusion, bolo de liberacion programada, o administracion continua.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de realizaciones especificas de la invencién y sus diversos usos. Solo se
ofrecen con objetivos explicativos y no deben considerarse limitantes del alcance de la invencion de ninguna forma.

Ejemplo 1: Radiomarcaje y caracterizacion in vitro del anticuerpo monoclonal DS6 humanizado y DS6-DM4

Un agente de formacion de imagenes moleculares clinicamente util produce imagenes de alto contraste dentro de
una cantidad razonable de tiempo después de la administracion, demuestra penetracion en el tumor, tiene una
cinética de eliminacion mas rapida y muestra una excelente proporcion de tumor a sangre. Una salvedad en la
utilizacién de anticuerpos nativos intactos para la formacion de bioimagenes es la cinética inherentemente lenta de la
captacion tumoral y la eliminacion de la sangre; también tienden a presentar un efecto de fondo alto y se requiere un
tiempo muy largo (de horas a dias) para obtener imagenes claras del tumor.

Previamente se ha demostrado que un trazador radiomarcado, combinado con la formacion de bioimagenes, puede
trasladarse desde un modelo tumoral preclinico hasta un entorno clinico (Williams et al., 2008, Cancer Biother and
Radiopharm 23(6):797; Liu et al., (2009) Mol Imaging Biol 12:530). Los inventores también han demostrado que un
anticuerpo DS6 radiomarcado y DS6-DM4 se han dirigido con eficacia a tumores de xenoinjerto WISH en ratones.
Basandose en estos resultados, se desarrollaron tres proteinas de unién similares a un anticuerpo modificadas para
una farmacocinética optimizada como pruebas de diagndstico acompariante basado en la formacién de imagenes.

Ejemplo 2: Expresion de B-Fab de DS6 modificado

Se propagaron plasmidos de expresion que codifican las cadenas pesada y ligera de las correspondientes
construcciones en células de E. coli DH5a. Los plasmidos empleados para la transfeccién se prepararon a partir de
E. coli utilizando el kit Qiagen EndoFree Plasmid Mega Kit (las secuencias de ADN y de los polipéptidos para la
proteina de unién similar a un anticuerpo B-Fab aparecen en la Tabla 2).

La proteina de union similar al anticuerpo DS6 B-Fab se produjo mediante la transfeccion transitoria de células
HEK293 en medio FreeStyle F17 (Invitrogen). Siete dias después de la transfeccion se recolecto el sobrenadante y
se sometid a centrifugacion y una filtracion de 0,2 um para eliminar las particulas. La purificacion se realizé mediante
una captura sobre KappaSelect (GE Healthcare). Después de la union en la columna KappaSelect, la columna se
lavé con PBS o amortiguador HEPES (HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2, FP12016), seguido de una elucion con
glicina 0,1 M (pH 2,5) y una neutralizacion con Tris 1 M/HCI, pH 9. La etapa de refinamiento de la purificacion
consisti6 en una cromatografia de exclusion molecular empleando Superdex 200 (GE Healthcare) con PBS o
amortiguador HEPES (HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2, FP12016). Después de la etapa de refinamiento, el
producto de la purificacion se concentré6 mediante ultrafiltracion, y por ultimo el DS6 B-Fab se esterilizd mediante
filtracién empleando una membrana de 0,22 um.

La concentracion de proteinas se determind mediante la medida de la absorbancia a 280 nm. Cada lote se analizd
mediante SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y no reductoras para determinar la pureza y el peso molecular de
cada subunidad y del monémero. La calidad del DS6 B-Fab purificado se comprobd mediante los métodos analiticos
descritos a continuacion.

Tabla 2. Secuencias de ADN y de los polipéptidos para B-Fab basado en DS6

Secuencia de aminoacidos para: VL1'L1'VL2'CL (SEQ EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKLWIY
ID NO: 1 ) STSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSEFPLT
FGAGTKLELKGGGGSGGGGSEIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSS
VSFMHWFQQKPGTSPKLWIYSTSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISS
MEAEDAATYYCQQRSSFPLTFGAGTKLELKRTVAAP SVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQE SVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Secuencia de aminoacidos para: VL1 anti-CA6 (SEQ EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKLWIY

ID NO: 2) STSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSFPLT
FGAGTKLELK

Secuencia de aminoacidos para: Enlazador L, (SEQ | GGGGSGGGGS

ID NO: 3)

Secuencia de aminoacidos para: VL2 anti-CA6 (SEQ EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKLWIY

ID NO: 2) STSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSFPLT

FGAGTKLELK
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Secuencia de aminoacidos para: C. de IGKC humana
(SEQ ID NO: 4)

RIVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

Secuencia codificante de ADN para: Vi¢-L1-Vi2>-CL
(SEQ ID NO: 5)

gaaatcgtgctgacccagagccccgecaccatgtctgecageectgge
gagagagtcaccatcacctgtagcgcccacagcagegtcagtttcatg
cactggttccagcagaagcccggcaccagceccaaagetgtggatctac
agcaccagcagcctcgecageggegtcecccagetegetttggeggecage
ggctctggcaccagctacagecctgaccatcagcagcatggaagecgag
gacgccgecacctactactgecagcageggagcagetttecectgace
ttcggcgetggcaccaagcectggaactgaagggecggaggcggatcegge
ggcggaggctccgagattgtgctgacacagtcteccagecaccatgage
gcctceecccaggecgagegegtgacaatcacatgetcecegeccactectee
gtgtcttttatgcattggtttcagcagaaacctgggacatcccectaaa
ctctggatctactccacctecteccctggectecggggtgeccgetaga
tttggaggctctggcageggcacctectactcectgaccatctectet
atggaagctgaagatgctgcaacatattattgccagcagagaagcectcce
ttcccactgacatttggggccggaacaaagctcgagctgaagegtacg
gtggccgcectectteecgtgttcatectteccteccteccgacgagecagetyg
aagtccggcaccgectecegtggtgtgtctgetgaacaacttctacect
cgggaggccaaggtgcagtggaaggtggacaacgecctgcagtecgge
aactcccaggagtccecgtcaccgagcaggactceccaaggacagcacctac
tcecetgtectceccaccectgaccectgteccaaggecgactacgagaageac
aaggtgtacgcctgtgaggtgacccaccagggcectgtceccagecctgtyg
accaagtccttcaaccggggcgagtge

Secuencia codificante de ADN para: Vi i-L1-Vi2>-CL
(SEQ ID NO: 6)

Con secuencia sefal

atgggctggtcctgcatcatcctgtttctggtggeccacagecaccgge
gtgcacagcgaaatcgtgctgacccagagccececcecgecaccatgtcectgece
agccctggcgagagagtcaccatcacctgtagegeccacagcagegte
agtttcatgcactggttccagcagaagecccggcaccageccaaagetg
tggatctacagcaccagcagcctcgecageggegtcecccagetegettt
ggcggcagcggctctggcaccagectacagectgaccatcagcageatg
gaagccgaggacgcecgecacctactactgecagcageggagecagettt
cccctgaccttecggegetggecaccaagectggaactgaagggecggaggce
ggatccggcggeggaggctecgagattgtgetgacacagtcetecagece
accatgagcgcecctcecccaggcgagcecgegtgacaatcacatgetecegee
cactccteccegtgtettttatgecattggtttcagecagaaacctgggaca
tccectaaactcectggatctactceccacctectecctggectecgggatyg
cccgctagatttggaggetcectggcageggcacctectactecctgace
atctcctctatggaagctgaagatgctgcaacatattattgecageag
agaagctccttcccactgacatttggggecggaacaaagectcgagetyg
aagcgtacggtggcecgetecttecgtgttcatecttecctecctecgac
gagcagctgaagtccggcaccgecteegtggtgtgtctgetgaacaac
ttctaccctegggaggeccaaggtgcagtggaaggtggacaacgeectyg
cagtccggcaactcccaggagtcecgtcaccgagecaggactccaaggac
agcacctactccctgtectceccaccctgaccctgteccaaggecgactac
gagaagcacaaggtgtacgecctgtgaggtgacccaccagggectgtece
agccctgtgaccaagtceccttcaaccggggegagtge

Secuencia de aminoacidos para:

EAQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGY TFT SYNMHWVKQTPGQGLEWL

VH1-L2-VH2-CH1 (SEQ ID NO: 7)

GYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVYFEFC
ARGDSVPFAYWGQGTLVTIVSAGGGGSGGGGSEAQLVQSGAEVVKPGAS
VKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWIGY IYPGNGATNYNQKFEFQ
GKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVYFCARGDSVPFAYWGQGTLV
TVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHT

Secuencia de aminoacidos para: Vy1 anti-CA6 (SEQ
ID NO: 8)

EAQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWI
GYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVYFC
ARGDSVPFAYWGQGTLVIVSA

Secuencia de aminoacidos para: Enlazador L, (SEQ
ID NO: 3)

GGGGSGGGGS

Secuencia de aminoacidos para: V2 anti-CA6 (SEQ
ID NO: 8)

EAQLVQSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWI
GYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVYFC
ARGDSVPFAYWGQGTLVIVSA
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Secuencia de aminoacidos para: Domino constante ASTKGPSVFPLAPSSKST SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
KVEPKSCDKTHT

Secuencia codificante de ADN para Vii-Lo-Vip-Crq | 9299€ccagetggtgcagtetggegetgaggtggteaagectggggece
(SE()lD N():10) agcgtgaagatgagctgcaaggccagcecggctacaccttcaccagetac

aacatgcactgggtcaagcagaccccagggcagggcectggaatggatt
ggctacatctaccccggcaacggcgecaccaactacaaccagaagtte
cagggcaaggctaccctgaccgeccgaccctagcagcagcaccgectac
atgcagatcagcagcctgaccagcgaggacagcgeccgtgtacttcetge
gccagaggcgacagcgtgcecttcecgectattggggecagggcacectyg
gtcacagtgtctgetggtggeggaggatccggeggaggeggaagegaa
gcccagcetegtcecagageggagecgaggt cgtgaaaccaggegectcet
gtgaagatgtcttgcaaggecctctggectatacctttacctectataat
atgcattgggtcaaacagacacctggacagggactcgagtggatcgga
tatatctatcctggaaatggggccacaaattacaatcagaaatttcag
gggaaagccacactgacagccgatcccagctcecctccacagectatatg
cagattagctctctgacctccgaggactecgecgtgtatttttgtgee
cggggagactccgtgecttttgcttactggggacagggcacactcecgtyg
acagtgtccgecgcettceccaccaagggeccectecgtgtttectetggee
cccagcagcaagagcacctcectggeggaacagecgeectgggetgectg
gtcaaggactacttccccgageccgtgaccgtgtecttggaactectgge
gccctgacctecggegtceccacacctttccageecgtgetgecagagecage
ggcctgtactctetgagecagegtegtgacecgtgeccagecagecagectyg
gggacccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaacace
aaggtggacaagaaqggtggaacccaagagctgcgacaagacccacace

Secuenc|a Codlﬂcante de ADN para VH1'L2'VH2'CH1 atgggctggtcctgcatcatcecctgtttectggtggeccacagecaccgge

(SE()ID NO: 11) gtgcactctgaggcccagcectggtgcagtctggegetgaggtggtcaag
cctggggceccagegtgaagatgagctgcaaggccageggectacacctte
Con secuencia sefal accagctacaacatgcactgggtcaagcagaccccagggcagggectyg

gaatggattggctacatctaccccggecaacggegecaccaactacaac
cagaagttccagggcaaggctaccctgaccgecgaccctagcagecage
accgcctacatgcagatcagcagectgaccagecgaggacagcecgecgtyg
tacttctgcgeccagaggcgacagegtgeccttegectattggggecag
ggcaccctggtcacagtgtctgctggtggecggaggateccggecggaggce
ggaagcgaagcccagctcecgtccagageggagecgaggtcgtgaaacca
ggcgcctctgtgaagatgtcettgcaaggectcectggetatacctttace
tcctataatatgcattgggtcaaacagacacctggacagggactcgag
tggatcggatatatctatcctggaaatggggccacaaattacaatcag

aaatttcaggggaaagccacactgacagccgatcccagctcectcecaca
gcctatatgecagattagetctcectgacctecgaggactecgecgtgtat
ttttgtgceceggggagactecgtgecttttgettactggggacaggge
acactcgtgacagtgtccgecgcttccaccaagggececteecgtgttt
cctcectggeccccagcagcaagagcacctectggecggaacagecgecectyg
ggctgectggtcaaggactacttececececgagecegtgacegtgtettgg
aactctggcgccctgacctecggegtceccacaccttteccageegtgetyg
cagagcagcggcctgtactcectcectgagcagegtegtgaccgtgeccage
agcagcctggggacccagacctacatctgcaacgtgaaccacaagcecc
agcaacaccaaggtggacaagaaggtggaacccaagagctgcgacaag
acccacacc

Ejemplo 3: Desarrollo de proteinas de unién similares a un anticuerpo modificadas basadas en el anticuerpo
DS6

Para desarrollar una proteina de union similar a un anticuerpo para el diagndstico acompafante basado en la
formacion de imagenes para huDS6-DM4, se crearon tres proteinas de unién similares a anticuerpos modificadas
(B-Fab, véase la Figura 1) basadas en las secuencias de unién de CA6 procedentes del anticuerpo monoclonal DS6
humanizado. Cada una de las tres proteinas de unidn similares a un anticuerpo modificadas se purificod y se ensayo
como se describe a continuacion; los resultados aparecen en la Tabla 3. Las caracteristicas deseables incluyen
>95% de pureza mediante HPLC o SDS-PAGE, una concentracion de ~10 mg/ml, un péptido estable, una unién
similar al anticuerpo DS6, y la determinacion de que la presencia de una etiqueta de polihistidina (6x-His) pueda
afectar a los trazadores de PET. Otros criterios de seleccion incluyen: una sefial tumoral de >5% ID/g; una
proporcion de tumor a musculo de 3:1; una eliminacion renal eficaz; y una diferencia estadisticamente significativa (p
< 0,05) entre la captacion no bloqueada y bloqueada (véase la Tabla 4 para un resumen de los criterios de calidad
para B-Fab quelado radiomarcado).
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Tabla 3. Resumen de las proteinas de union similares a un anticuerpo modificadas de DS6

Formato Descripcion Pureza ID Estabilidad Kq
(SEC) (MS) (Tfusion) (nM)

B-Fab Enlazador (G4S), con etiqueta 6xHis C- >95% OK 58°C 3,4

1151 terminal

B-Fab Enlazador G4S con etiqueta 6xHis C- >95% OK 59°C 88

1152 terminal

B-Fab Enlazador (G4S), sin etiqueta 6xHis C- >95% OK 57°C 2,3

1153 terminal

mAb DS6 Anticuerpo monoclonal DS6 2,0

Tabla 4. Resumen de los criterios de calidad para la proteina de unién similiar a un anticuerpo quelada radiomarcada

Especificaciones del ensayo de diagndstico acompafiante de formacion | Criterios de aceptacion/limite
de imagenes

Pureza (HPLC) >95-98% monomérica

Ensayo de unioén a células in vitro >90% para estirpes celulares CA6+

<5% para estirpes celulares CA6- - nM

baja

Estabilidad >80% después de 24 horas a 37°C en
suero

Parametros de la formacion de imagenes %IC del tumor/g = 5

Proporcion de tejido tumoral a tejido
normal 3:1

Actividad especifica (Ci/umol) 2-5

Se determind que el anticuerpo B-Fab contenia un enlazador (G4S),, y que, con o sin una etiqueta 6x-His, mantenia
unas eficacias de unién similares a las del anticuerpo monoclonal DS6 de control a partir del que se basan las
secuencias de unién de CA6. La calidad de cada una de las proteinas de unién similares a un anticuerpo purificadas
se comprobd mediante los siguientes métodos analiticos:

a) Cromatografia de exclusion molecular analitica (SEC)

Se realiz6 una SEC analitica empleando un AKTA explorer 10 (GE Healthcare) equipado con una columna TSKgel
G3000SWXL (7,8 mm x 30 cm) y una columna de guarda TSKgel SWXL (Tosoh Bioscience). El analisis se realizé a
1 ml/min. empleando NaCl 250 mM, fosfato de Na 100 mM, pH 6,7, con deteccién a 280 nm. Se aplicaron 30
microlitros de muestra de proteina (a 0,5-1 mg/ml) a la columna. Para calcular el tamafio molecular, la columna se
calibré6 empleando una mezcla de patrones de filtracion en gel (MWGF-1000, SIGMA Aldrich). La evaluacion de los
datos se realizé6 empleando el programa informatico UNICORN v5.11.

b) Analisis de masa intacta mediante LC-MS

Cada muestra se diluy6 hasta una concentracion de 0,01 mg/ml y después se redujo afiadiendo DTT (concentracion
final 10 mM). Antes de la separacion, la muestra se atrap6 durante 20 minutos y después se desal6é con 20 pl/min.
en una columna de atrapamiento monolitica con acetonitrilo al 2%/TFA al 0,1% (en v/v) antes de la elucién con un
gradiente que varia desde eluyente A (H.O/TFA al 0,05%) al 15% hasta eluyente B (acetonitrilo/TFA al 0,05%) al
50%.

Cada muestra se separ6 empleando un nanoflujo (300 nl/min.) en una columna monolitica (PSDVB; D.I. 100 ym x 5
cm) a 37°C. La introduccion de cada muestra se realiz6 empleando agujas de electronebulizacion de un nuevo
objetivo con un diametro externo de 365 pum, un diametro interno de 75 um y un diametro de la punta de 15 um mas
el gas de la envuelta. Después de la adquisicion en un QStar XL, los espectros se sumaron a lo largo del
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correspondiente intervalo de tiempo y se deconvolucionaron empleando la herramienta de reconstruccion de
proteinas incluida en BioAnalyst de Applied Biosystems/MDS Sciex.

c) Identificacion de proteinas mediante analisis de la huella de masa peptidica empleando LC-MS

La linea de interés se extrajo, se carbamidometilé y se digirié con la endoproteinasa tripsina. Después la muestra se
analiz6 mediante LC-MS/MS empleando un espectrometro de masas OrbiTrap XL. Los espectros obtenidos se
compararon con la base de datos definida por los usuarios Swiss-Prot PP a la cual se afiadié el constructo concreto,
asi como con todas las especies de la base de datos Swiss-Prot.

Cada una de las tres proteinas de unién similares a un anticuerpo basadas en DS6 modificadas se conjugo
quimicamente con el quelante de cationes de acidos duros DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-1,4,7,10-
tetraacético), se radiomarco con *Cu, y se empled para experimentos de formacion de bioimagenes PET in vivo en
modelos tumorales preclinicos y en ensayos de unién celulares in vitro para caracterizar cada una de las tres
proteinas de union similares a un anticuerpo basadas en DS6 modificadas. En la Tabla 5 y en las Figuras 2-4 puede
observarse un resumen de los datos de estas actividades y experimentos para cada anticuerpo modificado.

Tabla 5. Resumen de las actividades de las proteinas de unién similares a un anticuerpo modificadas de DS6

B-Fabs
Pureza (SEC) >95%
Estabilidad in vitro:
Estrés de congelacion/descongelacion (3x -80°C/RT) Bien tolerado
Estrés térmico (1 semana a 42°C) Bien tolerado
Estabilidad sérica (24 horas a 37°C) >90% monomérica
Afinidades de uniénFACS 2nM
(estirpe celular WISH, CA6+)
Rendimiento radioquimico 60-80%
Parametros de formacion de imagenes
Tumor (WISH, CA6+) 7,5-10,4% ID/g
Tumor (A2780, CAB-) 4-5,6% ID/g
Biodistribucion
Higado 7-10% ID/g
Rifén 57-73% ID/g
Sangre 2-3% ID/g
Musculo ~1% ID/g
Proporcion de tejido tumoral WISH a tejido normal:
Tumor/sangre 4-6
Tumor/musculo 9-11
Proporcion de tumor WISH (CA6+) a
tumor A2780 (CA6-) 1,7-1,9

WISH es una estirpe celular positiva para el antigeno CAGB.

A2780 es una estirpe celular negativa para el antigeno CA6.

Todas las anteriores proteinas de unién similares a anticuerpos y sus correspondientes conjugados con DOTA (1,5-
2,5 DOTA/fragmento) presentan una alta afinidad (Kq = 4-20 nM) por las células CA6-positivas (estirpe celular
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WISH), lo cual indica que la derivacion con DOTA no afecta de modo adverso a la afinidad por el antigeno. Los
fragmentos presentan una baja afinidad por las células CAB-negativas (estirpe celular A2780). Los agentes
marcados con ®*Cu se evaluaron mediante estudios de estabilidad en suero humano y formaciéon de imagenes in
vivo y estudios de biodistribucion a las 24 horas en ratones atimicos que portan tumores subcutaneos WISH o
A2780. El **Cu-DOTA-B-Fab se sintetiz6 con un alto rendimiento (RCY - 80%, SA - 55 GBg/umoles, >99% de
pureza) y produjo unos buenos resultados en los ensayos de estabilidad en suero a las 24 horas (94 + 5%, n = 3).
Los experimentos de biodistribucion in vivo (véase la Tabla 6) en ratones que portan tumores de xenoinjertos
mostraron una captacion relativamente alta en el tumor WISH (7,6 + 0,87% ID/g, n = 4, 20-206 mg) y una captacion
baja en el tumor A2780 (5,1 + 0,92% ID/g, n = 3, 50-270 mg), combinado con unas altas proporciones de
tumor/musculo (8,7:1), tumor/sangre (3,6:1) y tumor positivo/negativo (1,8, p <0,05, n = 7). La captacién por el tumor
solo fue sobrepasada por los rifiones (62 + 4% ID/g) y el higado (10 * 0,75% ID/g).

Tabla 6. Resumen de los estudios de biodistribucion en ratones que portan tumores de xenoinjertos

Tumor WISH Tumor A2780 Proporcion Higado Rifiones
(%ID/g) (%ID/g) WISH/A2780 (%ID/g) (%ID/g)
%*Cu-DOTA-B-Fab 7,6+0,87 5,1+0,92 1,5 10+0,75 62+4
%*Cu-DOTA-anti 4,84+1,02 3,84+0,49 1,26 15,2+1,3 7019,6
lisozima-B-Fab
%*Cu-DOTA-anti-DM4- 4,04+0,43 3,0310,24 1,33 10,4+1,6 521+8,3
B-Fab

El ®*Cu-DOTA-B-Fab también se evalué en animales que portan tumores WISH para la especificidad mediante
estudios de bloqueo in vivo. El bloqueo se realizé mediante la administracion de B-Fab (2 mg, n =5) 0 DS6 (1 mg, n
=4)alas 2,5 0 25 horas, respectivamente, antes de la administracion del agente radiomarcado. El bloqueo de B-Fab
produjo una disminucion del 23% (p <0,05, n = 8) en la captacion del tumor WISH, mientras que el bloqueo de DS6
logré una disminucién del 26% (p <0,05, n = 7). Los tumores de control (n = 3) no fueron bloqueados en este estudio.
Estos estudios preclinicos sugieren que #Cu-DOTA-B-Fab es un compuesto para el diagnéstico acompanante
adecuado para huDS6-DM4 en pacientes.

Ejemplo 4: Estudios de PET in vivo de anticuerpos modificados desarrollados en modelos tumorales
preclinicos

a) B-Fab con enlazador (G4S), y etiqueta 6x-His C-terminal

El B-Fab 1151 es una proteina de unién similar a un anticuerpo modificada basada en DS6 que contiene ambos
enlazadores L1 y L2 que son GGGGSGGGGS ((G4S)2) (SEQ ID NO: 3) y que contiene una etiqueta 6x-His C-
terminal expresada. La proteina se purificé mediante IMAC y SEC y se prepard una disoluciéon de unién in vitro a 1,8
mg/ml en PBS y se caracteriz6 la afinidad de unién empleando una citometria de flujo en la estirpe celular WISH
CAG6+ (Figura 2C y Figura 2D).

b) B-Fab con enlazador (G4S),

El B-Fab 1153 es una proteina de unién similar a un anticuerpo modificada basada en DS6 que contiene ambos
enlazadores L1 y L2 que son (G4S), y que no contiene una etiqueta 6x-His C-terminal. Puesto que esta proteina
carece de etiqueta His, la proteina fue purificada mediante IMAC, Kappa-select y SEC. La disolucién de unién in vitro
se preparo a 1,6 mg/ml en PBS y se caracterizo la afinidad de unién empleando una citometria de flujo en la estirpe
celular WISH CA6+ (Figura 3C y Figura 3D).

c) B-Fab con enlazador G4S y marcador 6x-His C-terminal

El B-Fab 1152 es una proteina de unién similar a un anticuerpo modificada basada en DS6 que contiene ambos
enlazadores L1 y L2 que son una Unica copia de G4S y que contiene una etiqueta 6x-His C-terminal. La proteina se
purificd mediante IMAC y SEC, se prepard la disolucién de unién in vitro a 1,8 mg/ml en PBS, y se caracterizo la
afinidad de union empleando una citometria de flujo en la estirpe celular WISH CA6+ (Figura 4C y Figura 4D).

Ejemplo 5: Resultados de union in vitro para DS6 con y sin DOTA

Para demostrar que la conjugacion con DOTA no altera la actividad de DS6, se ensayo la union de la proteina de
union similar al anticuerpo DS6 y el anticuerpo conjugado DOTA-DS6 in vitro en la estirpe celular WISH CA6-positiva
y la estirpe celular A2780 CA6-negativa. Unos experimentos de clasificacion de células activada por fluorescencia
determinaron que la conjugacion con DOTA no altera la union de DS6 en las células WISH CA6-positivas (véase la
Figura 5).

26




10

15

20

25

ES 2 644 668 T3

Ejemplo 6: Radiomarcado y estabilidad de la proteina de union similar a un anticuerpo ®Cu-DOTA-DS6 B-
Fab

Se realizaron estudios de estabilidad en suero humano y estudios de biodistribucién a las 24 horas empleando DS6
B-Fab conjugado con DOTA marcado con cobre-64 en ratones atimicos que portan tumores subcutaneos CA6-
positivos (WISH) o CA6-negativos (A2780). Los estudios de radioquimica demostraron que la proteina de union
similar a un anticuerpo modificada #*Cu-DOTA-DS6 B-Fab tiene un rendimiento radioquimico de aproximadamente
30%, una pureza radioquimica de >95%, y una actividad especifica de 1,9 Ci/umol gvéase la Figura 6A). Los
experimentos de estabilidad en suero de la proteina de unién similar a un anticuerpo “Cu-DOTA-DS6 B-Fab se
realizaron durante 24 horas en suero humano a 37°C, y mostraron una actividad del 97,2% en el momento de la hora
0, y una actividad del 96,3% en el momento de las 24 horas, lo cual demuestra que no se produce una pérdida
significativa en la actividad después de 24 horas (véase la Figura 6B).

Ejemplo 7: Comparacion entre proteinas de union similares a anticuerpos con diferentes andamiajes

Las propiedades de la proteina de unioén similar a un anticuerpo B-Fab descrita anteriormente se compararon con las
de un diacuerpo que se une especificamente a CAB6, para evaluar cual es el andamiaje mas adecuado para su uso
como prueba de diagndstico acompafiante de formacion de imagenes. La secuencia de aminoacidos de este
diacuerpo anti-CA6, que forma un homodimero, se muestra en SEQ ID NO:12 (Tabla 7). En algunos experimentos,
este diacuerpo homodimérico comprende también una etiqueta C-terminal seleccionado del grupo que consiste en
una etiqueta GGC, una etiqueta de SEQ ID NO:13, y una etiqueta de SEQ ID NO:14.

Tal como se muestra en la Figura 7, el diacuerpo tiene un andamiaje que es diferente del andamiaje de la proteina
de unién similar a un anticuerpo B-Fab. Por ejemplo, no comprende ningdn dominio Ci ni Cu.

Tabla 7. Secuencia polipeptidica del diacuerpo que se une especificamente a CA6

Secuencia de aminoacidos par el diacuerpo (SEQ ID EIVLTQSPATMSASPGERVTIITCSAHSSVSFMHWFQOKPGTSPKLWIY
NO: 12) STSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSEFPLT
FGAGTKLELKGGGSGGGGEAQLVQ SGAEVVKPGASVKMSCKASGYTET
SYNMHWVKQTPGQGLEWIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSST
AYMQISSLTSEDSAVYFCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA

Etiqueta C-terminal (SEQ ID NO: 13) GGHHHHHH

Etiqueta C-terminal (SEQ ID NO: 14) GGCGGHHHHHH

Los resultados se muestran en las siguientes tablas 8A a 8C. Estos resultados se obtuvieron comparando un
diacuerpo de SEQ ID NO:12 fusionado a una etiqueta de SEQ ID NO:14, con el B-Fab 1153 (que contiene un
enlazador (G4S)2 pero sin la etiqueta His).

Tabla 8A. Comparacion entre el B-Fab y el diacuerpo

Andamiaje | Agregacion Estabilidad in vitro: estrés de Estabilidad in Ensayo de | Ensayo de union
(SEC) congelaciéon/descongelacion (3X vitro: estrés union FACS
— 80°C-->RT) térmico (1 FACS (conjugado con
semana a 42°C) (libre) Kd DOTA) Kd app
app (nM) (nM)
B-Fab >95% Bien tolerado Bien tolerado 4 7.4
monomeérica
Diacuerpo >95% Bien tolerado Pérdida 10 75
monomeérica significativa
(~25%) de
proteina soluble
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Tabla 8B. Comparacion entre el B-Fab y el diacuerpo

Andamiaje Rendimiento Pureza Actividad especifica Estabilidad sérica de andamiajes
radioquimico radioquimica (Ci/pmol) radiomarcados: 24 h a 37°C
B-Fab 40 - 80% >99% 1,5 >90% monomeérica
Diacuerpo 10 - 15% >99% 0,3 ~40% monomeérica
Tabla 8C. Comparacion entre el B-Fab y el diacuerpo
Andamiaje | Sefial tumoral Sefial tumoral Proporcion de Proporcion de Ruta Perfil de
en modelo de en modelo de tumor a tumor a sangre principal biodistribucién
tumor positivo a | tumor negativo musculo en en modelo de de 24 h después
antigeno a antigeno modelo de tumor positivo a | eliminacion dela
(WISH) (%ID/g) (A2780) tumor positivo a antigeno inyeccion
24 hP.l. (%ID/g) 24 h antigeno (A2780) 24 h P.1)
P.I (WISH) 24 h P.I
P.I
B-Fab 7,5-104 [tres 4 - 5,6 [tres 9 - 11 [tres 4 -6 [tres Renal Si rindén: 57-
experimentos experimentos experimentos experimentos 73%ID/g
independientes] | independientes] | independientes] | independientes]
Higado: 7-
10% ID/g
Diacuerpo 4.3 3,2 ~4 ~2 Renal Si rinoén:
104% ID/g
Higado:
10%IDg

A partir de estos resultados puede concluirse que B-Fab es mejor que el diacuerpo para su uso como compuesto
para el diagndstico acompafante. Por ejemplo, el diacuerpo presenta degradacion en el ensayo de estabilidad
plasmatica y en el ensayo de estrés térmico, mientras que B-Fab es estable en ambos ensayos.

Aunqgue la invencién se ha descrito en términos de diversas realizaciones, se entiende que a los expertos en la
técnica se les ocurriran variaciones y modificaciones. Ademas, los encabezados de las secciones empleados en la
presente solo tienen un caracter organizativo y no deben considerarse limitantes de la materia descrita.

Cada realizacién descrita en la presente puede combinarse con cualquier otra realizacion o realizaciones a menos
que se indique claramente lo contrario. En particular, cualquier caracteristica o realizacién indicada como preferida o
ventajosa puede combinarse con cualquier otra caracteristica o caracteristicas o realizacion o realizaciones
indicadas como preferidas o ventajosas, a menos que se indique claramente lo contrario.
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<210>1

<211> 329

<212>PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Péptido sintético

<400> 1

Glu Ile
1

Glu Arg

His Trp

Ser Thr

Gly Ser

65

Asp Ala

Val

val

Phe

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr

20

Gln

Ser

Thr

Thr

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr
85

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Ser

Cys

Pro

Ser

Ser

Cys

Pro

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Ala

Ala

25

Thr

val

Thr

Gln

Thr

10

His

Ser

Pro

Ile

Arg
90

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

29

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

Ala

val

Leu

Phe

Met

Phe

Ser

Ser

30

Trp

Gly

Glu

Pro

Pro

15

Phe

Ile

Gly

Ala

Leu
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Gly
100 105

Gly Gly Gly Ser Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser
115 120

Ala Ser Pro Gly Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys
130 135

Val Ser Phe Met His Trp Phe Gln Gln Lys Pro
145 150 155

Leu Trp Ile Tyr Ser Thr Ser Ser Leu Ala Ser
165 170

Phe Gly Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser
180 185

Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
195 200

Phe Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu
210 215

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro
225 230 235

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
245 250

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn
260 265

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser
275 280

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
290 295

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly
305 310 315

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
325

<210> 2

<211> 106

<212>PRT

< 213> Secuencia artificial
<220>

< 223> Péptido sintético
<400> 2

30

Gly

Pro

Ser

140

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

220

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

300

Leu

Gly

Ala

125

Ala

Thr

Val

Thr

Gln

205

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp

285

Tyr

Ser

Gly

110

Thr

His

Ser

Pro

Ile

190

Arg

Lys

Glu

Phe

Gln

270

Ser

Glu

Ser

Ser

Met

Ser

Pro

Ala

175

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

255

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

Ser

Ser

Lys

160

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

240

Pro

Gly

Tyr

His

Val
320
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Glu Ile Val

Glu Arg Val

His Trp Phe
35

Ser Thr Ser
50

Gly Ser Gly
65

Asp Ala Ala

Phe Gly Ala

<210> 3
<211>10
<212>PRT

Leu

Thr

20

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Péptido sintético

<400> 3

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu
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Ala

Ala

25

Thr

val

Thr

Gln

Leu
105

Thr

10

His

Ser

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 4
<211>107
<212>PRT

5

< 213> Homo sapiens

<400> 4

10

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Val

Leu

45

Phe

Met

Phe

Ser

Ser

30

Trp

Gly

Glu

Pro

Pro

15

Phe

Ile

Gly

Ala

Leu
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1

5

10

15

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

20

25

31

30
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Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val

35

40

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln

50

55

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser

70

75

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His

85

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg

<210>5
<211>987
< 212> ADN

100

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Oligonucledtido sintético

<400> 5

gaaatcgtgce
atcacctgta
accagcccaa
tttggcggca
gacgccgceca
accaagctgg
acacagtctc
gcccactect
ctctggatct
ggcagcggcea
tattattgcce
ctgaagcgta
aagtccggca
gtgcagtgga
caggactcca
tacgagaagc
accaagtcct
<210>6

< 211> 1044
< 212> ADN

tgacccagag
gcgcccacag
agctgtggat
gcggctetgg
cctactactg
aactgaaggg
cagccaccat
ccgtgtettt
actccacctce
cctectacte
agcagagaag
cggtggecge
ccgecteegt
aggtggacaa
aggacagcac
acaaggtgta

tcaaccgggg

ccccgecace
cagcgtcagt
ctacagcacc
caccagctac
ccagcagcgg
cggaggcgga
gagcgcctcee
tatgcattgg
ctcectggece
cctgaccate
ctcctteeca
tcctteegtg
ggtgtgtctg
cgcectgecag
ctactccctg
cgcetgtgag

cgagtgce

90

Gly Glu Cys
105

atgtctgcca
ttcatgcact
agcagccteg
agcctgacca
agcagcttte
tceggeggeg
ccaggcgagc
tttcagcaga
tceggggtge
tcectectatgg
ctgacatttg
ttcatcttce
ctgaacaact
tccggcaact
tcctcecacce

gtgacccace

32

Asp Asn Ala Leu Gln

45

Asp Ser Lys Asp Ser

60

Lys Ala Asp Tyr Glu

80

Gln Gly Leu Ser Ser

gccctggega
ggttccagca
ccagcggegt
tcagcagcat
ccctgaccett
gaggctccga
gcgtgacaat
aacctgggac
ccgctagatt
aagctgaaga
gggccggaac
ctcecctecga
tctacccteg
cccaggagtce
tgaccctgtce

agggcctgtce

95

gagagtcacc
gaagcccggce
cccagctege
ggaagccgag
cggcgetgge
gattgtgctg
cacatgctcc
atcccctaaa
tggaggctct
tgctgcaaca
aaagctcgag
cgagcagctg
ggaggccaag
cgtcaccgag
caaggccgac

cagcccetgtg

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

987
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< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Oligonucledtido sintético

<400> 6
atgggctggt
atcgtgctga
acctgtageg
agcccaaagce
ggcggcageg
gccgccacct
aagctggaac
cagtctccag
cactcctcecceg
tggatctact
agcggcacct
tattgeccage
aagcgtacgg
tcecggcaccg
cagtggaagg
gactccaagg
gagaagcaca
aagtccttca
<210>7

< 211> 352
<212>PRT

cctgcatcat
cccagagccce
cccacagcag
tgtggatcta
gctctggeac
actactgcca
tgaagggcgg
ccaccatgag
tgtcttttat
ccacctecte
cctactccect
agagaagctc
tggcegetee
cctcegtggt
tggacaacgce
acagcaccta
aggtgtacgce

accggggcga

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Péptido sintético

<400>7

cctgtttcetg
cgccaccatg
cgtcagttte
cagcaccagc
cagctacagce
gcagcggage
aggcggatce
cgectcececca
gcattggttt
cctggectcee
gaccatctcc
cttcccactg
ttcegtgtte
gtgtctgetg
cctgecagtcee
ctcectgtcee
ctgtgaggtg

gtgc
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gtggccacag
tctgeccagee
atgcactggt
agcctcgeca
ctgaccatca
agctttececce
ggcggceggag
ggcgagegeg
cagcagaaac
ggggtgecccg
tctatggaag
acatttgggg
atcttcecte
aacaacttct
ggcaactcce
tccaccctga

acccaccagg

ccaccggcegt
ctggcgagag
tccagcagaa
gcggcegtcececce
gcagcatgga
tgaccttcgg
gcteccgagat
tgacaatcac
ctgggacatc
ctagatttgg
ctgaagatgc
ccggaacaaa
cctcecgacga
accctcggga
aggagtccgt
ccctgtecaa

gcctgtceccag

gcacagcgaa
agtcaccatc
gcccggecace
agctcgcettt
agccgaggac
cgctggcacce
tgtgctgaca
atgctccegec
ccctaaactce
aggctctggce
tgcaacatat
gctecgagetg
gcagctgaag
ggccaaggtg
caccgagcag
ggccgactac

ccectgtgace

Glu Ala Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

33

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1044



Asn

Gly

Gln

Met

Ala

Val

Ala

val

145

Met

Tyr

Gly

Gln

Arg

225

Thr

Pro

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

130

Lys

His

Ile

Lys

Ile

210

Gly

Val

Ser

His

35

Ile

Lys

Ile

Gly

Val

115

Leu

Met

Trp

Tyr

Ala

195

Ser

Asp

Ser

Ser

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Asp

100

Ser

val

Ser

vVal

Pro

180

Thr

Ser

Ser

Ala

Lys
260

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Ala

Gln

Cys

Lys

165

Gly

Leu

Leu

val

Ala

245

Ser

Lys

Gly

Leu

Leu

vVal

Gly

Ser

Lys

150

Gln

Asn

Thr

Thr

Pro

230

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Pro

Gly

Gly

135

Ala

Thr

Gly

Ala

Ser

215

Phe

Thr

Ser

Thr

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

120

Ala

Ser

Pro

Ala

Asp

200

Glu

Ala

Lys

Gly
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25

Pro

Ala

Asp

Glu

Ala

105

Gly

Glu

Gly

Gly

Thr

185

Pro

Asp

Tyr

Gly

Gly
265

Gly

Thr

Pro

Asp

90

Tyr

Ser

val

Tyr

Gln

170

Asn

Ser

Ser

Trp

Pro

250

Thr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Trp

Gly

Val

Thr

155

Gly

Tyr

Ser

Ala

Gly

235

Ser

Ala

34

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Gly

Lys

140

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

220

Gln

val

Ala

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gln

Gly

125

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

205

Tyr

Gly

Phe

Leu

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Gly

Ser

Trp

Lys

190

Ala

Phe

Thr

Pro

Gly
270

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Thr

Ser

Ala

Tyr

Ile

175

Phe

Tyr

Cys

Leu

Leu

255

Cys

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Glu

Ser

Asn

160

Gly

Gln

Met

Ala

Val

240

Ala

Leu
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val

Ala

Gly

305

Gly

Lys

Lys

Leu

290

Leu

Thr

Val

<210> 8

Asp

275

Thr

Tyr

Gln

Asp

<211> 117

<212>PRT

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
340

Phe

Gly

Leu

Tyr

325

Lys

Pro

val

Ser

310

Ile

Val

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Péptido sintético

<400> 8

Glu

1

Ser

Asn

Gly

Gln

65

Met

Ala

val

Ala

val

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210>9

Gln

Lys

His

Ile

Lys

Ile

Gly

Val
115

<211>108

<212>PRT

Leu

Met

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Asp

100

Ser

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Ala

< 213> Homo sapiens

<400>9

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

val

Glu

His

295

Ser

Cys

Glu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Pro

Pro

280

Thr

val

Asn

Pro

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

Ser

Phe
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val

Phe

val

val

Lys
345

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Ala
105

Thr

Pro

Thr

Asn

330

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Pro

Asp

90

Tyr

Val

Ala

val

315

His

Cys

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Trp

35

Ser

Val

300

Pro

Lys

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Trp

285

Leu

Ser

Pro

Lys

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

val

Gln

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr
350

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Ser

Ser

Asn

335

His

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Thr

Gly

Ser

Leu

320

Thr

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



10

Ala Ser Thr Lys

Ser Thr

Phe Pro
35

Gly Vval
50

His

Leu Ser
65

Tyr Ile Cys

Lys Val

<210> 10
< 211> 1056
<212> ADN

Ser Gly

Glu Pro Val

Ser Val Vval

Glu Pro

20

Thr

Asn Val Asn His

85

Lys
100

< 213> Secuencia artificial

<220>

Gly Pro

Thr Val

Thr Val
70

Ser Val

Gly Thr Ala Ala

Ser
40

Phe Pro Ala Val

55

Pro

Lys

Ser Cys Asp

< 223> Oligonucledtido sintético

<400> 10

gaggcccagce
agctgcaagg
ccagggcagyg
aaccagaagt
atgcagatca
agcgtgccect
ggatccggcg
ccaggcgcect
atgcattggg

ggaaatgggg

tggtgcagtc
ccagcggcta
gcctggaatg
tccagggcaa
gcagcctgac
tcgectattg
gaggcggaag
ctgtgaagat
tcaaacagac

ccacaaatta

tggcgctgag
caccttcacc
gattggctac
ggctaccctg
cagcgaggac
gggccagggce
cgaagcccag
gtcttgcaag
acctggacag

caatcagaaa

ES 2 644 668 T3

Phe Pro
10

Leu

Leu Gly Cys
25

Trp Asn Ser

Leu Gln

Ser

Ser
75

Ser Ser

Ser Asn
90

Pro

Lys Thr His

105

gtggtcaagc
agctacaaca
atctaccceg
accgccgacce
agcgeegtgt
accctggtca
ctcgteccaga
gcctcectgget
ggactcgagt

tttcagggga

36

Ala Pro

Leu Val
30

Gly Ala Leu Thr

45

Ser
60

Leu

Thr

Thr

ctggggccag
tgcactgggt
gcaacggcgce
ctagcagcag
acttctgege
cagtgtctgc
gcggagecga
atacctttac
ggatcggata

aagccacact

Ser

Lys

Gly Leu Tyr

Gly Thr Gln

Lys Val

Ser Lys
15

Asp Tyr

Ser

Ser

Thr
80

Asp Lys
95

cgtgaagatg
caagcagacc
caccaactac
caccgcctac
cagaggcgac
tggtggcgga
ggtcgtgaaa
ctcctataat
tatctatcct

gacagccgat

60

120

240

300

360

420

480

540

600
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cccagctcect
tatttttgtg
acagtgtcceg
agcacctctg
gtgaccgtgt
ctgcagagca
gggacccaga
aaggtggaac
<210> 11

<211>1113
< 212> ADN

ccacagccta
cceggggaga
ccgcecttecac
gcggaacagce
cttggaactc
gcggectgta
cctacatctg

ccaagagctg

< 213> Secuencia artificial

<220>

tatgcagatt
ctcecgtgect
caagggcccce
cgcccectggge
tggcgcectg
ctctctgage
caacgtgaac

cgacaagacc

< 223> Oligonucledtido sintético

<400> 11
atgggctggt
gcccagcetgg
tgcaaggcca
gggcagggcec
cagaagttcc
cagatcagca
gtgcectteg
tecggeggag
ggcgcctctg
cattgggtca
aatggggcca
agctcctcca
ttttgtgecece
gtgtcecgeeg
acctcetggeg
accgtgtcett
cagagcagcg
acccagacct
gtggaaccca
<210>12
<211> 231
<212> PRT

cctgcatcat
tgcagtctgg
gcggctacac
tggaatggat
agggcaaggc
gcctgaccag
cctattgggg
gcggaagcega
tgaagatgtc
aacagacacc
caaattacaa
cagcctatat
ggggagactc
cttccaccaa
gaacagccgce
ggaactctgg
gcctgtacte
acatctgcaa

agagctgcga

cctgtttctg
cgctgaggtg
cttcaccage
tggctacatc
taccctgacce
cgaggacagce
ccagggcacce
agcccagete
ttgcaaggcce
tggacaggga
tcagaaattt
gcagattagce
cgtgecetttt
gggcccectee
cctgggetge
cgccctgace
tctgagcage
cgtgaaccac

caagacccac

ES 2 644 668 T3

agctctctga
tttgcttact
tcegtgttte
tgcctggtca
acctccggeg
agcgtcgtga
cacaagccca

cacacc

gtggccacag
gtcaagecctg
tacaacatgc
tacceceggea
gccgacccta
gcegtgtact
ctggtcacag
gtccagageg
tctggctata
ctcgagtgga
caggggaaag
tctctgacct
gcttactggg
gtgttteccte
ctggtcaagg
tceggegtee
gtcgtgacecg
aagcccagca

acc

37

cctccgagga
ggggacaggg
ctctggecee
aggactactt
tccacacctt
ccgtgecccag

gcaacaccaa

ccaccggcgt
gggccagegt
actgggtcaa
acggcgccac
gcagcagcac
tctgecgecag
tgtctgectgg
gagccgaggt
cctttaccte
tcggatatat
ccacactgac
ccgaggactc
gacagggcac
tggccececag
actacttccc
acacctttce
tgcccagecag

acaccaaggt

ctcecgeegtg
cacactcgtg
cagcagcaag
ccccgagecce
tccagcecegtg
cagcagcctg

ggtggacaag

gcactctgag
gaagatgagc
gcagacccca
caactacaac
cgcctacatg
aggcgacagce
tggcggagga
cgtgaaacca
ctataatatg
ctatcctgga
agccgatcecce
cgccgtgtat
actcgtgaca
cagcaagagc
cgagccegtg
agccgtgetg
cagcctgggg

ggacaagaag

660

720

780

840

900

960

1020

1056

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1113



< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Péptido sintético

<400> 12

Glu Ile
1

Glu Arg

His Trp

Ser Thr
50

Gly Ser

Asp Ala

Phe Gly

Gly Gly

Gly Ala
130

Ser Tyr
145

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

Phe Cys
210

Thr Leu
225

<210>13
<211>8

Vval

val

Phe

35

Ser

Gly

Ala

Ala

Glu

115

Ser

Asn

Gly

Gln

Met
195

Ala

val

Leu

Thr

20

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly

100

Ala

Val

Met

Tyr

Gly

180

Gln

Arg

Thr

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Gln

Lys

His

Ile

165

Lys

Ile

Gly

Val

Gln Ser

Thr Cys

Lys Pro

Ala Ser
55

Tyr Ser
70

Tyr Cys

Lys Leu

Leu Val

Met Ser

135

Trp Val

150

Tyr Pro

Ala Thr

Ser Ser

Pro

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Gln

120

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu
200
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Ala

Ala

25

Thr

Vval

Thr

Gln

Leu

105

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

185

Thr

Thr

10

His

Ser

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Gly

Ala

Thr

Gly

170

Ala

Ser

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Gly

Ala

Ser

Pro

155

Ala

Asp

Glu

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Gly

Glu

Gly

140

Gly

Thr

Pro

Asp

Ala

Vval

Leu

Phe

Met

Phe

Gly

Val

125

Tyr

Gln

Asn

Ser

Ser
205

Ser

Ser

30

Trp

Gly

Glu

Pro

Ser

110

Val

Thr

Gly

Tyr

Ser

190

Ala

Pro

15

Phe

Ile

Gly

Ala

Leu

95

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

175

Ser

Vval

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Gly

Pro

Thr

Glu

160

Gln

Thr

Tyr

Asp Ser Val Pro Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly

215

Ser Ala
230

38

220
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<212>PRT

< 213> Secuencia artificial
<220>

< 223> Péptido sintético
<400> 13

Gly Gly His His His His His His
1 5

<210> 14

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia artificial
<220>

< 223> Péptido sintético
<400> 14

Gly Gly Cys Gly Gly His His His His His His
1 5 10

39
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de unioén similar a un anticuerpo que se une especificamente al sialoglicotopo de MUC1 asociado al
tumor CAB, en la que la proteina de unién similar a anticuerpo comprende dos polipéptidos que consisten en las
estructuras representadas por las férmulas [I] y [l] a continuacion:

Vii-Li-Vi2-Co (1]
Vh1-L2-V2-Chi [
en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;
V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;
VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;
VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de cadena
ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cys de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena pesada Cn1 de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos;

en la que el polipéptido de formula | comprende una secuencia al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 1, y el
polipéptido de férmula Il comprende una secuencia al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 7;

y en la que los polipéptidos de formula | y los polipéptidos de formula Il forman una proteina de union similar a un
anticuerpo de inmunoglobulina en tandem monoespecifica bivalente; y en la que la proteina similar a anticuerpo
comprende ademas un quelante.

2. La proteina de unién similar a un anticuerpo segun la reiv 1 que se une especificamente al sialoglicotopo de
MUC1 asociado al tumor CAB, en la que la proteina de unién similar a un anticuerpo comprende dos polipéptidos
que tienen las estructuras representadas por las siguientes formulas [1] y [I1]:

Vii-Li-Vi2-Co (1]
Vh1-L2-Vi2-Chi (1
en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6 de secuencia SEQ ID NO: 2;
V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6 de secuencia SEQ ID NO: 2;

VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6 de secuencia SEQ ID NO:
8;

VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6 de secuencia SEQ ID NO:
8;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de cadena
ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cys de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena pesada Cy1 de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos;

en la que los polipéptidos de formula | y los polipéptidos de férmula Il forman una proteina de union similar a un
anticuerpo de inmunoglobulina en tandem monoespecifica bivalente; y

en la que la proteina similar a un anticuerpo comprende también un quelante.

3. La proteina de unién similar a un anticuerpo de la reivindicacién 1 o 2, en la que el polipéptido de férmula [I]
comprende SEQ ID NO: 1.
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4. La proteina de union similar a un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3, en la que el
polipéptido de férmula [lI] comprende SEQ ID NO: 7.

5. La proteina de unién similar a un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 4, en la que el quelante
es un quelante catiénico de acido duro.

6. La proteina de unién similar a un anticuerpo de la reivindicacion 5, en la que el quelante catiénico de acido duro
es DOTA.

7. La proteina de unién similar a un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende
ademas al menos un radiomarcador, agente formador de imagenes, agente terapéutico, o agente de diagndstico.

8. La proteina de unién similar a un anticuerpo de la reivindicacion 7, en la que el radiomarcador, agente formador
de imagenes, agente terapéutico, o agente de diagndstico comprende uno o mas agentes para imagenes de
resonancia magnética (MRI); la tomografia de emision de positrones (PET); la tomografia de emisién monofoténica
(SPECT); la formacion de imagenes Opticas, tomografia computerizada (CT); la formacion de imagenes con
ultrasonidos, rayos X o fotoacusticas.

9. Una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad de la
proteina de union similar a un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 eficaz para formar una
imagen de un tejido que expresa el sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6.

10. Un método para obtener una proteina de unién similar a un anticuerpo que se une especificamente al
sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CAB, en el que la proteina de unién similar a un anticuerpo comprende
ademas un quelante, que comprende:

(a) expresar en una célula una o mas moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos que consisten
en las estructuras representadas por las férmulas a continuacion [I] y [l]:

Vii-Li-Vi2-Co (1]
Vh1-L2-Vi2-Chi1 (1
en las que:
V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;
V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;
VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;
VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina derivado del anticuerpo DS6;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cu1 de inmunoglobulina, tal como un dominio constante
de cadena pesada Cy, de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos;

en el que el polipéptido de formula | comprende una secuencia al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 1, y el
polipéptido de férmula Il comprende una secuencia al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 7; y

en el que los polipéptidos de férmula | y los polipéptidos de formula Il forman una proteina de unién similar a
un anticuerpo de inmunoglobulina en tandem monoespecifica bivalente; y

(b) unir la proteina de unién similar a un anticuerpo al quelante.

11. El método segun la reivindicacién 10 para obtener una proteina de union similar a un anticuerpo que se une
especificamente al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CAB, en el que la proteina de unién similar a un
anticuerpo comprende ademas un quelante, que comprende:

(a) expresar en una célula una o mas moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos que consisten
en las estructuras representadas por las férmulas a continuacion [I] y [I]:

Vi1-L1-Vi2-CL [
Vh1-L2-VH2-Chis [

Ly



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 644 668 T3

en las que:

V1 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6 de secuencia SEQ ID
NO: 2;

V2 es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina basado en DS6 de secuencia SEQ ID
NO: 2;

VH1 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6 de secuencia SEQ
ID NO: 8;

VH2 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina basado en DS6 de secuencia SEQ
ID NO: 8;

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como un dominio constante de
cadena ligera de inmunoglobulina IGKC humana;

Ch1 es un domino constante de cadena pesada Cui de inmunoglobulina, tal como un dominio
constante de cadena pesada Cy¢ de una inmunoglobulina humana;

L1y L son enlazadores de aminoacidos;

en la que los polipéptidos de formula | y los polipéptidos de férmula 1l forman una proteina de unién similar a
un anticuerpo de inmunoglobulina en tdndem monoespecifica bivalente; y

(b) unir la proteina de unién similar a un anticuerpo al quelante.

12. huDS6-DM4 para uso en un método para tratar cancer positivo al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6
en un paciente, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) adquirir informacién con respecto al nivel de expresion del sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6
en el paciente administrando la proteina similar a un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8 que se une especificamente al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6 y un agente formador de
imagenes, y detectar en el paciente la localizacion del agente formador de imagenes usando una técnica de
formacion de bioimagenes; y

(b) administrar huDS6-DM4 al paciente si el nivel de expresién de CA6 en el paciente es mayor o igual a 10%
de la expresion de CA6 en un estandar de referencia.

13. huDS6-DM4 para su uso segun la reivindicacion 12, en el que dicho método comprende ademas monitorizar la
respuesta del sujeto a huDS6-DM4 usando la proteina de unién similar a un anticuerpo de la etapa (a).

14. Proteina similar a un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que se une especificamente
al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6 para uso en un método para determinar si un paciente con cancer
es un candidato para el tratamiento con huDS6-DM4, que comprende las etapas de:

(a) adquirir informacioén con respecto al nivel de expresion del sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6
en el paciente administrando la proteina similar a un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8 que se une especificamente al sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6 y un agente formador de
imagenes, y detectar en el paciente la localizacion del agente formador de imagenes usando una técnica de
formacion de bioimagenes; y

(b) determinar que el paciente es un candidato para el tratamiento con huDS6-DM4 si el nivel de expresion
del sialoglicotopo de MUC-1 asociado a un tumor CA6 en el paciente es mayor o igual a 10% de la expresién
de CA6 en un estandar de referencia.

15. Proteina similar a un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que se une especificamente al
sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6, para uso en un método para monitorizar una respuesta de un
paciente con cancer al tratamiento con huDS6-DM4, que comprende las etapas de:

(a) adquirir informacién con respecto al nivel de expresion del sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6
en el paciente tras la administracion del huDS6-DM4

- tratando el paciente con huDS6-DM4 durante un periodo de tiempo prescrito;

- administrar dicha proteina similar a un anticuerpo que se une especificamente al sialoglicotopo de
MUC1 asociado al tumor CA6 y un agente formador de imagenes; y

- detectar en el paciente la localizacion del agente formador de imagenes usando una técnica de
formacion de bioimagenes; y
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(b) proporcionar una indicacién de que el tratamiento se deberia de continuar si el nivel de la expresion del
sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6 en el paciente ha disminuido en comparacion con el nivel de
la expresion del sialoglicotopo de MUC1 asociado al tumor CA6 antes del tratamiento con el huDS6-DM4.
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