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DESCRIPCION
Método de sintesis de ADC utilizando resinas de afinidad

Esta invencion se refiere a un método en fase sélida para sintetizar conjugados de biomolécula-farmaco. En particular, esta
invencién se refiere a un método en fase sdlida para sintetizar conjugados anticuerpo-farmaco (ADC). Esta invencién
también se refiere a métodos intermedios para producir biomoléculas quimicamente modificadas inmovilizadas, por ejemplo,
anticuerpos.

Ademas de los métodos anteriores, la invencion se refiere a diversos usos de resinas de captura, conjugados de
biomolécula-farmaco, productos intermedios y composiciones de los métodos de la invencion.

Antecedentes

Las inmunotoxinas y los conjugados de anticuerpo y farmaco (ADC) son farmacos proteindceos que combinan un dominio
de union especifico al objetivo con una molécula de farmaco de toxicidad potente suficiente que puede clasificarse como
citotoxica. Los anticuerpos son la biomolécula ideal para este fin, creando un sistema de direccionamiento que combina alta
especificidad con alta afinidad antigénica, permitiendo el transporte del farmaco citotéxico directo al sitio de administracion
deseado. Estas construcciones de farmacos son potencialmente terapéuticas contra enfermedades, encontrando una
prevalencia particular dentro de la oncologia.

Los principales criterios de un Conjugado de Anticuerpo y Farmaco (ADC) son que la “ojiva” de la toxina (farmaco) tiene
actividad a niveles extremadamente bajos (picoM). Ademas, es ventajoso tener eficacia frente a células tumorales
independientemente del punto en el ciclo. Con este fin, los agentes activos de ADN han encontrado el favor como
candidatos a toxinas, ya que el dafio en el ADN, a menos que sea reparable, impulsara la apoptosis independientemente del
punto en el ciclo.

En principio, una toxina adecuada para un ADC puede ser cualquier fraccion definida como una molécula LO1 ATC ('Sistema
de Clasificacién Quimica Terapéutica Anatomica’ (por sus siglas en inglés) en el que LO1 es un subgrupo que define los
agentes antineoplasicos e inmunomoduladores, definidos por la Centro Colaborador de Metodologia de Estadisticas de
Medicamentos de la OMS). Alternativamente, otras fracciones que pueden categorizarse como cargas Utiles adecuadas
para ADC se pueden definir simplemente como cualquier cosa que sea toxica para las células una vez internalizada. La
mayoria de las fracciones que caen en la Gltima categoria carecerian de la potencia suficiente para ser efectivas. Por lo
tanto, existe una tendencia de la industria para identificar y explotar materiales de “ultrapotencia”.

Se puede encontrar una revision de expertos sobre la justificacién, el disefio y la efectividad de la investigacién de
inmunotoxinas y ADC en: J. Adair et al, Expert Opin. Biol. Ther., 2012, 12 (9): P1 191-206, G. Casi et al., Journal of
Controlled Release, 2012, 161, 2, PA22-428 y F. Dosio et al, Toxins, 2011, 3, P848- 883.

Se pueden utilizar varios métodos de fase de solucion para fabricar conjugados de biomolécula-farmaco, por ejemplo,
conjugados anticuerpo-farmaco (ADC). Sin embargo, los métodos de fase de solucién son en si mismos un desperdicio en
términos de generacion de grandes volimenes de residuos y son problematicos en términos de agregacion de conjugados
de biomolécula-farmaco durante la sintesis.

La primera etapa en un método de fase de solucion para fabricar conjugados de biomolécula-farmaco generalmente implica
la modificaciébn quimica o la activacion de la biomolécula. Por ejemplo, cuando la biomolécula es un anticuerpo, el
anticuerpo puede 'modificarse quimicamente' o 'activarse' reduciendo o reduciendo parcialmente el anticuerpo. Un proceso
adecuado para la reduccion parcial de anticuerpos se da en “Bioconjugate Techniques”, pagina 96/97, Greg T. Hermanson,
Academic Press; 22 edicion, 2008, ISBN-13: 978-0123705013. Un agente reductor como TCEP generalmente se emplea en
el proceso de reduccion.

Después de la modificacion quimica o la activacion del anticuerpo, por ejemplo, reduccién, la siguiente etapa es eliminar
cualquier exceso de agente de activacion/modificacién quimica, por ejemplo, exceso de agente reductor. Esta etapa lleva
mucho tiempo, ya que a veces es necesario ejecutar la muestra a través de una columna de separacion varias veces. Esto
también puede ser problematico en términos de degradacion si la estabilidad de la biomolécula es un problema. La cuestién
de la purificacién de la biomolécula modificada/activada quimicamente es particularmente problemética si el proceso implica
la reduccion total de un ThiomAb con un gran exceso de un agente reductor.

Después de la etapa de purificacion anterior, el anticuerpo quimicamente modificado/activado, por ejemplo, reducido, se
conjuga luego con una fraccion de farmaco. El principal problema con esta etapa es la alta probabilidad de agregacion del
conjugado biomolécula-farmaco. Esto es particularmente problematico cuando se emplean farmacos altamente hidréfobos
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en el proceso. La agregaciéon es un problema importante ya que puede conducir a conjugados de biomolécula-farmaco
inservibles. En el mejor de los casos, los conjugados de biomolécula-farmaco contaminados con agregados conjugados de
biomolécula-farmaco deben purificarse ain mas para eliminar los agregados, lo que consume mucho tiempo y es muy
derrochador. Una gran proporcidon del farmaco se perdera durante la purificacion, ya que forma parte del conjugado
biomolécula-farmaco agregado. En el peor de los casos, todo el lote de conjugado de biomolécula-farmaco contaminado con
el agregado conjugado de biomolécula-farmaco en un grado tan alto es completamente inutilizable y debe desecharse.

Los oncdlogos han estado trabajando en el aprovechamiento de anticuerpos monoclonales especificos del objetivo para
administrar farmacos citotéxicos al sitio de los tumores, siempre que existan anticuerpos monoclonales; casi tres décadas.
Hasta ahora, tres clases de toxinas han dominado el campo. A saber, caliqueamicinas, maitansinas y auristatinas. Estas
clases de farmacos citotoxicos son tipicamente de naturaleza hidr6foba. Cuando se conjugan con un anticuerpo, su
presencia aumenta la hidrofobicidad global del anticuerpo de manera significativa y, en algunos casos, en la medida en que
las interacciones hidréfobas entre conjugados conducen a la agregacion conjugada. El orden de importancia de este
problema es la caliqueamicina > Maitansina > Auristatina en base al conocimiento de que los procesos de Mylotarg y CMC-
544 contienen etapas de extraccion de agregados cromatograficos. Aproximadamente el 50% de los procesos de maitansina
contienen etapas de eliminacion de agregados y muy pocos procesos de Auristatina contienen etapas de eliminacién de
agregados.

Més recientemente, toxinas basadas en duocarmicinas (www.syntarga.com) y los dimeros de pirollebenzodiazepeno (PBD)
(www.spirogen.com) han sido conjugados con anticuerpos y se estan evaluando preclinicamente. Estas nuevas clases de
toxinas son incluso mas hidréfobas que sus clases de farmacos citotoxicos predecesoras y son mas propensas a la
agregacion cuando se conjugan con anticuerpos.

Se han centrado esfuerzos significativos en la modulacién de la hidrofobicidad del farmaco incorporando enlazadores
hidréfilos (Zhao et al., J. Med. Chem., 2011, 54, 10, 3606-3623). Cuando la formacién de agregados no se puede controlar,
los desarrolladores se han basado en técnicas bien conocidas para la eliminacion de agregados a partir de terapias basadas
en proteinas. Estos incluyen un intervalo de diferentes separaciones cromatogréficas que incluyen intercambio i6nico,
interaccion hidréfoba, hidroxiapatita y otros bien conocidos por los expertos en la técnica. La realizacién de tales técnicas de
purificacion cromatogréfica tiene el resultado de lograr una calidad de producto adecuada, pero a expensas del rendimiento
del proceso. Cuando se trabaja con anticuerpos y productos terapéuticos basados en anticuerpos en el contexto de la
fabricacién, la pérdida fisica de material a través de reacciones secundarias ambiguas e incidentales o interacciones
fisicoquimicas no deseadas, tiene un impacto financiero enormemente significativo.

De acuerdo con lo anterior, los procesos de fase de solucion convencionales para fabricar conjugado biomolécula-farmaco
estan plagados de dificultades y seria deseable proporcionar un procedimiento mejorado para fabricar conjugados de
biomolécula-farmaco.

La presente invencién aborda uno o mas de los problemas anteriores con los métodos convencionales en fase de solucién.
Breve resumen de la divulgacion

Método de sintesis de un conjugado biomolécula-farmaco:

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un método para sintetizar un conjugado de biomolécula-farmaco, el
método comprende:

(i) poner en contacto una biomolécula con resina F1P HF FAbsorbent, resina A1P MAbsorbent o resina A2P MAbsorbent o

una resina de captura que comprende una fraccion de captura para la biomolécula, en el que la fraccion de captura es: un
andamio de ligando ramificado de formula:

N
g T N
T
T

enelqueR'y R? son iguales o diferentes y son cada uno de los ligandos alquilo o arilo opcionalmente sustituidos, y R® es
un soporte sélido opcionalmente unido por un motivo separador; o
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un andamio de triacilo ramificado de formula:

N B
N

en el que Q representa el punto de unién a una matriz de soporte sélido, opcionalmente con un motivo separador y los
Grupos Ay B son grupos fenilo o naftilo sustituidos con uno o més sustituyentes capaces de formar puentes de hidrégeno,
preferiblemente uno o méas de -OH, -SH o- CO;H; en condiciones adecuadas para inmovilizar la biomolécula y, por lo tanto,

proporcionar una biomolécula inmovilizada; en donde la biomolécula es un anticuerpo, anticuerpo modificado o fragmento de
anticuerpo;

N N

(i) opcionalmente poner en contacto la biomolécula inmovilizada con un agente de modificacion quimica o un agente
activador para proporcionar una biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente;

(iii) poner en contacto la biomolécula inmovilizada o la biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente con un
componente de farmaco para formar un conjugado de biomolécula-farmaco inmovilizado;

(iv) liberar el conjugado biomolécula-farmaco de la resina de captura.

Una caracteristica clave del método anterior de la invencion es que la resina de captura empleada en el proceso puede
inmovilizar la biomolécula de una manera consistente y reproducible. La inmovilizacion constante de la biomolécula a la
resina de captura deberia dar como resultado una variacién reducida en el conjugado de biomolécula-farmaco resultante
producido por el método anterior. Por ejemplo, la variacién en el punto en el que el componente del farmaco esta unido a la
biomolécula inmovilizada se puede reducir, 1o que conduce a un punto de uniébn mas consistente entre el componente del
farmaco y la biomolécula inmovilizada. Tal mejora en regio-especificidad seria deseable en términos de mejorar la
consistencia del producto conjugado de biomolécula-farmaco resultante.

El empleo de una resina como se define en el primer aspecto como la fracciéon de captura de la biomolécula, en oposicion al
empleo de la Proteina A, Proteina G o Proteina L original como la fraccion de captura de la biomolécula, puede conducir a
una mejora relativa en la consistencia en la inmovilizacioén de la biomolécula debido al aumento de la regioespecificidad de
los imitadores contra los sistemas convencionales basados en Proteina A, Proteina G o Proteina L. En casos en los que la
regioespecificidad de la inmovilizacién de biomoléculas a proteinas es baja, el empleo de la Proteina A, Proteina G o
Proteina L como la fraccion de captura de la biomolécula provocaria inherentemente una inmovilizacién variable de la
biomolécula a la resina de captura. Por ejemplo, la proteina A, la proteina G o la proteina L original pueden presentar union
no especifica a través de otros sitios en la proteina que pueden complicar la interaccion global. Como se explicé
anteriormente, la inmovilizacién consistente de la biomolécula a la resina de captura como se prevé en la presente invencion
puede dar como resultado una variacion reducida en el conjugado de farmaco biomolecular resultante producido por el
método anterior. Esto seria ventajoso. Otra ventaja de los sistemas de resinas de la presente invencién reside en el hecho
de que una gama mas amplia de farmacos puede en principio conjugarse con la resina que en el caso de los sistemas
convencionales basados en Proteina A, Proteina G o Proteina L. Por ejemplo, en el caso de moléculas hidréfobas, otras
uniones no especificas que pueden ocurrir en los sistemas de Proteina A, Proteina G o Proteina L original pueden alterar o
evitar la conjugacion efectiva de dichos farmacos.

Otro beneficio de emplear una resina como se define en el primer aspecto en oposicién al empleo de la proteina A, proteina
G o proteina L original como fraccion de captura de biomoléculas es que la compatibilidad con una amplia gama de
quimicas de conjugacion de anticuerpos comunes y escala hasta niveles industriales. Esto esta en contraste con las
fracciones de captura de biomoléculas basadas en Proteina A, Proteina G o Proteina L.

Por ejemplo, a menudo es deseable dirigir el grupo funcional de la cadena lateral de lisilo sobre el anticuerpo inmovilizado.
De los 28 conjugados de farmacos con anticuerpos actualmente en desarrollo clinico, casi la mitad (los grises sombreados
en la tabla a continuacion) emplean quimica de conjugacion dirigida a lisina. La naturaleza proteinica de un ligando
inmovilizante en la superficie de la Proteina A, G o L dar4 como resultado el direccionamiento involuntario de los grupos
funcionales de la cadena lateral de lisilo en la resina de captura de proteina. La proteina A (swiss-prot P02976) tiene 59
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residuos de lisina, la proteina G (swiss-prot P919909) tiene 59 residuos de lisina y la proteina L (swiss-prot Q51918) tiene
132 residuos de lisina.

Nombre Objetivo Farmaco+Ligador Desarrollador Fase Indicacio n

ADCetris CD30 vCE Seattle Genetics MA 2011 HL y ALCL
CRO11-vcE GPNMB vcE Celldex Phll Mama, Melanoma
PSMA ADC PSMA VvCE Progenics Ph i Préstata

RG7593 CD22 VvCE GNE/Roche Phll Hematoldgico
RG7596 CD79% VvCE GNE/Roche Phll Hematoldgico
SGN-75 CD70 mcMMAF Seattle genetics Ph 1b NHL, RCC
AGS-5ME SLC44A4 vCE Agensys Ph | Préstata, Pancreético
AGS-22ME Nectin 4 VvCE Agensys Ph | Tumores Sélidos
AGS-16M8F ENPP3 mcMMAF Agnsys Ph | Carcinoma de Célula renal
BAY 79-4620 MN/CA-9 VvCE Bayer Ph | Tumores Sélidos
MLNO64 GCC vCE Takeda/Millenium | Ph Gastrointestinal
RG7450 STEAP 1 vcE GNE/Roche Phl Prostata

RG7458 MUC16 vcE GNE/Roche Phl Ovario

RG7598 ? Auristatina GNE/Roche Ph | Mieloma Mdltiple
RG7599 ? Auristatina GNE/Roche Phl NSCLC, Ovario
RG7600 ? Auristatina GNE/Roche Ph | Pancreatico, Ovario
RG7636 ? Auristatina GNE/Roche Phl Melanoma

Kadcyla Her2 SMCC DM1 GNE/Roche MA 2013 Céncer de mama
Lorvotuzumab | CD56 SPP-DM1 Immunogen Phll MM, Célula de Merkel
SAR3419 CD19 SPDB-DM4 Sanofi Aventis Phll NHL, B-ALL
SAR566658 CA6 SPDB-DM4 Sanofi Aventis Phl Mama, Ovario
BT-062 CD138 SPDB-DM4 Biotest Ph | Mieloma Mdltiple
IMGN-529 CD37 SPDB-DM4 Immunogen Phl NHL

IMG-853 FolR1 SPDB-DM4 Immunogen Ph | Ovario NSCLC
BAY-94-9343 Mesotelina SPDB-DM4 Bayer Ph | Meso tumores
AMG-595 EGFRuIII DM1 Amgen Ph | Glioma Recurrente
AMG-172 ? DM1 Amgen Ph | Céncer Renal
CMC-544 CD22 Caligueamicina Pfizer Ph Il Células B ALL

Ademas de la competicion entre los residuos de lisilo de ligando y anticuerpo como se describié anteriormente, también
existen otros problemas con las resinas de captura basadas en Proteina A, G y L. Estos incluyen la lixiviacion de la proteina
y la inmunogenicidad de los aductos lixiviados. Esto significa que estos soportes de afinidad no pueden emplearse (para
purificacion o conjugacion) hacia el final de un proceso de fabricacion. Cualquier material conjugado suministrado a partir de
un proceso de este tipo que emplee resinas de captura basadas en Proteina A, G y L no cumplird con las directrices
reguladoras actuales para la purificacion de anticuerpos y la calidad del producto.

Método para sintetizar una biomolécula inmovilizada, activada y modificada quimicamente.

De acuerdo con la presente divulgacién, se proporciona un método para sintetizar una biomolécula inmovilizada
guimicamente modificada o activada, el método comprende:

(i) poner en contacto una biomolécula con una resina de captura en condiciones adecuadas para inmovilizar la biomolécula
y, por lo tanto, proporcionar una biomolécula inmovilizada; en donde la biomolécula es un anticuerpo, anticuerpo modificado
o fragmento de anticuerpo; y en el que la resina de captura comprende una fracciéon de captura de biomoléculas
seleccionado del grupo que consiste en: (1) una base no peptidica, que incluye aminoéacidos, Proteina A, Proteina G o
proteina L miméticas, (2) un péptido basado en Proteina A, proteina G o proteina L miméticas, (3) una fraccion de captura
del sitio de unién a nucleétidos y (4) una fraccioén de captura de glicoproteina; y

(i) poner en contacto la biomolécula inmovilizada con un agente de modificacion quimica o un agente activador para
proporcionar una biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente.

La conjugacion de proteinas y mas especificamente anticuerpos se usa a menudo en investigacion, diagnostico y
terapéutica. Bioconjugate Techniques, segunda ediciéon (Greg T Hermanson) proporciona informacién muy detallada sobre
la quimica, los sistemas de reactivos y las aplicaciones practicas para crear moléculas etiquetadas o conjugadas. También
describe docenas de reacciones con detalles sobre cientos de reactivos disponibles comercialmente y el uso de estos
reactivos para modificar o reticular péptidos y proteinas, azlcares y polisacaridos, acidos nucleicos y oligonucleétidos,
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lipidos y polimeros sintéticos. A continuacién, se proporciona un breve resumen de las quimicas de conjugacion clave
aplicadas a los anticuerpos.

La conjugacion con tioles libres después de la reduccion de los disulfuros intercatenarios naturales es un enfoque comuin
para la conjugacion de anticuerpos y la quimica empleada para ADC comercial ADCetris®. Un proceso comprende poner en
contacto el anticuerpo con un reductor tal como TCEP, DTT, merceptoetilamina u otro reductor adecuado bien conocido en
el campo, seguido de conjugacién con un farmaco, ligando, etiqueta de la férmula D-X, donde D es el farmaco, ligando o
etiqgueta y X es un grupo reactivo seleccionado entre maleimidas, haloalcanos, disulfuros de piridilo y otras quimicas
reactivas con tiol conocidas en la técnica.

Un enfoque alternativo a la conjugacion de tiol con anticuerpos es disefiar residuos de cisteina reactivos en sitios
especificos en anticuerpos para permitir que los farmacos se conjuguen con estequiometria definida sin interrupcién de los
enlaces disulfuro intercatenarios. Las cisteinas disefiadas a menudo estan presentes como disulfuros mixtos de cisteina o
glutatién. Los aductos se eliminan mediante reduccién completa seguida de diafiltracion. Esto rompe los disulfuros
intercatenarios que deben ser reformados por oxidacion con aire, CuSO4 0 acido dehidroascorbico.

Otro sitio com(n para la conjugacion son los grupos amino presentes en la cadena lateral de residuos de lisina. El enfoque
mas simple comprende poner en contacto el anticuerpo con un farmaco, ligando, marcador o enlazador de la formula D-Y. D
tiene la misma definicién que anteriormente e Y es un grupo reactivo seleccionado de isocianatos, ésteres de NHS, cloruros
de sulfonilo, epéxidos y otros reactivos conocidos por los expertos en la técnica.

La conjugacion indirecta a lisinas a menudo también se emplea. El grupo amino de la cadena lateral de lisina se activa
primero con un enlazador heterobifuncional antes de que este se conjugue con un farmaco que contiene una quimica
reactiva complementaria. Los ejemplos de dichos pareados incluyen la modificacion de la lisina con 2-iminotiolano para
crear un nuevo tiol seguido de conjugacién con cualquiera de los enlazadores de farmaco reactivos con tiol (D-X) descritos
anteriormente. Otro pareado es la modificacion de lisina con SMCC para crear una maleimida unida a lisina seguida de
conjugacién con un farmaco que contiene un tiol libre. Para una revision completa de pareados potenciales Utiles para la
conjugacion indirecta de lisina, ver Hermanson y el catélogo de agentes de entrecruzamiento de Perbio.

Varios grupos han desarrollado formas de incorporar aminodcidos no naturales con cadenas laterales que son
guimicamente ortogonales a las 20 cadenas laterales de aminoacidos proteogénicos en las proteinas.

Redwood Bioscience (www.redwoodbioscience.com) ha desarrollado una tecnologia que denominan etiquetado de
aldehidos. En esto explotan una enzima natural llamada enzima formilglicina (FGE) que normalmente convierte un residuo
Cys dentro de una secuencia de 13 aminoacidos altamente conservada en una formilglicina (aldehido) en las sulfatasas Tipo
I (Wu et al, PNAS, 2009, 106, 9, 3001). Los farmacos, ligandos o marcadores que se van a conjugar con dichos anticuerpos
modificados deben contener quimicas reactivas a aldehidos tales como oxiaminas o hidrazinas. Se puede encontrar una
descripcién completa de las funcionalidades reactivas de aldehido en los catalogos de Hermanson y Perbio.

Ambryx ha desarrollado una tecnologia que ellos llaman EuCode (Liu et al, Anu. Rdo. Biochem., 2010, 79, 413). EuCode es
una plataforma mediante la cual las células se disefian para incorporar aminoécidos no naturales en proteinas heterélogas
mediante la inclusion de tres componentes no naturales en el sistema de expresion:

1. Un aminoécido no natural complementado en el medio
2. Unas sintetasas aminoacil-tARN ortogonales (aaRS)
3. Un tARN ortogonal

El par ortogonal de aaRS/tARN se ha disefiado/seleccionado para promover la lectura en el codén de parada ambar y para
incorporar el aminoacido no natural en esa posicion. Hasta 70 nnAAs se han incorporado a la proteina utilizando este
enfoque. La figura a continuacién se amplia con la posible combinacién de la cadena lateral de aminoacidos ortogonales y la
guimica reactiva (adaptada de la presentacion de Ambryx en la reunién cumbre de Hanson Wade ADC en febrero de 2012).

Sutro ha descrito la produccién de anticuerpos y citocinas utilizando una tecnologia de sintesis libre de células (OCFS). Una
caracteristica de OCFS es la capacidad de incorporar aminoacidos no naturales en la proteina con tARN cargados que
pueden dirigirse a un codén especifico para administrar el aminoacido no natural a una ubicacién especifica de la proteina,
lo que hace que la proteina sea susceptible de respuesta especifica. modificacion o imparticion de una nueva propiedad
deseada (Goerke et al, Biotechnol. Bioeng., 2008, 99: 351-367).
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La conjugacion de anticuerpos inmovilizados es compatible con todas las cadenas laterales de aminoacidos no naturales y
las quimicas reactivas complementarias con una condicion. El ligando de captura de anticuerpo no debe contener la nueva
quimica incorporada como parte de la cadena lateral de amino&cido no natural.

Aminoacidos Quimicas

La oxidacion de residuos de polisacaridos en glicoproteinas con peryodato de sodio proporciona una forma suave y eficiente
de generar grupos aldehidos reactivos para su posterior conjugaciéon con moléculas que contienen amina o hidrazida;
farmacos, ligandos o etiquetas. El proceso implica primero poner en contacto el anticuerpo con peryodato de sodio y luego
conjugarse con grupos reactivos seleccionados entre aminas, hidrazidas, aminoxi u otras quimicas reactivas con aldehido
conocidas en la técnica.

Etapa (i):

En una realizacion, la etapa de poner en contacto la biomolécula con la resina de captura comprende incubar la biomolécula
con la resina de captura.

La incubacion puede llevarse a cabo a una temperatura de aproximadamente 0 a aproximadamente 100°C, preferiblemente
a una temperatura de aproximadamente 5 a aproximadamente 50°C y opcionalmente a una temperatura de
aproximadamente 10 a aproximadamente 40°C. Idealmente, la incubacion se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 15 a aproximadamente 37°C, por ejemplo, la incubacion se lleva a cabo a temperatura ambiente, tal como
a aproximadamente 21°C. Alternativamente, la incubacion se lleva a cabo a aproximadamente 37°C.

La incubacion puede llevarse a cabo durante un periodo de tiempo de aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 3
dias, por ejemplo, durante un periodo de tiempo de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 18 horas.
Preferiblemente, la incubacién se lleva a cabo durante un periodo de tiempo de aproximadamente 20 minutos a
aproximadamente 1 hora.

En una realizacion, la incubacion se lleva a cabo en un medio acuoso. En una realizacién alternativa, la incubacion se lleva
a cabo en una soluciéon tampoén tal como solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o cualquier sal tamp6n compatible
con el pH y quimica de union deseados, opcionalmente la incubacién se lleva a cabo en una solucién tampén tal como
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) En una realizacion, la incubacién se lleva a cabo utilizando un codisolvente
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que incluye un disolvente tal como DMSO o DMF. El codisolvente puede estar presente dentro de un rango de 0.5-80% vi/v,
tal como 0.5-50% v/v.

En una realizacion, la incubacion se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 10, preferiblemente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 8, mas preferiblemente de aproximadamente 6 a aproximadamente 8. En una
realizacion preferida, la incubacion se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 6 a aproximadamente 7.5, idealmente a un
pH de aproximadamente 6.5. En otra realizacion preferida, la incubacion se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 7 a
aproximadamente 8, idealmente a un pH de aproximadamente 7.4. Esto da como resultado una union mejorada del
anticuerpo al soporte derivado.

En una realizacion, la biomolécula inmovilizada (es decir, la biomolécula que se inmoviliza en la resina de captura) se lava
para eliminar cualquier biomolécula que no se haya inmovilizado en la resina de captura. El lavado de la biomolécula
inmovilizada puede verse afectado por el enjuague con disolvente fresco. Por ejemplo, el lavado de la biomolécula
inmovilizada puede verse afectado por el enjuague con una solucién tampon tal como PBS. Opcionalmente, el enjuague de
la biomolécula inmovilizada se lleva a cabo en presencia de un agente quelante, tal como EDTA. Alternativamente, el lavado
de la biomolécula inmovilizada puede verse afectado por un enjuague con un “tampén de modificacién” que incluye un
tampon de fosfato de sodio, NaCl y un agente quelante, tal como EDTA.

Etapa (ii):

En una realizacion, la etapa de poner en contacto la biomolécula inmovilizada con un agente de modificacion quimica o un
agente activador para proporcionar una biomolécula inmovilizada modificada o activada implica reducir la biomolécula. En
una realizacion, la reduccién de la biomolécula implica una reduccién completa. En una realizacion, la reduccién de la
biomolécula implica una reduccién parcial. En una realizacién, la reduccién de la biomolécula implica una reduccion
completa seguida de una reoxidacion.

En una realizaciéon, la biomolécula se reduce al ponerla en contacto con un agente reductor tal como tris (2-
carboxietil)fosfina (TCEP), ditiotreitol (DTT), merceptoetilamina u otro reductor adecuado. Preferiblemente, el agente
reductor es tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP).

En una realizacion, la biomolécula reducida se reoxida poniéndola en contacto con un agente oxidante tal como aire, CuSOg4
o0 &cido dehidroascorbico (DHAA). Preferiblemente, el agente oxidante es acido deshidroascorbico (DHAA).

En una realizacion, el proceso de reduccién de la biomolécula se lleva a cabo en una solucién tampén tal como solucion
salina tamponada con fosfato (PBS).

En una realizacion, el proceso de reduccion de la biomolécula se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 5 a
aproximadamente 10, preferiblemente de aproximadamente 7 a aproximadamente 8, preferiblemente aproximadamente 7.4.

En una realizacién, el proceso de reduccion de la biomolécula se lleva a cabo en presencia de un agente quelante, tal como
EDTA.

En una realizacién, el proceso de reduccion de la biomolécula implica incubar la biomolécula con el agente reductor durante
un periodo de tiempo de aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 3 dias, opcionalmente, de aproximadamente 1
hora a aproximadamente 2 dias y ademas opcionalmente de aproximadamente 6 horas a aproximadamente 18 horas.

En una realizacion, la etapa de poner en contacto la biomolécula inmovilizada con un agente de maodificacion quimica o un
agente activador para proporcionar una biomolécula inmovilizada modificada o activada implica hacer reaccionar la
biomolécula con una fraccion de entrecruzador. Por ejemplo, la fraccion de entrecruzamiento podria ser un entrecruzador de
amina a sulfhidrilo, por ejemplo, un entrecruzador que tiene un éster de NHS y un grupo reactivo de maleimida en los
extremos opuestos. Este procedimiento de modificacion o activacion de la biomolécula da como resultado un conjugado
biomolécula-enlazador-farmaco. Los entrecruzadores adecuados generalmente son capaces de reaccionar con un grupo
amino primario en el farmaco (a través del extremo del éster NHS reactivo) y también reaccionan con un residuo de cisteina
en la biomolécula (a través del extremo reactivo de maleimida). En este ejemplo particular, el extremo de maleimida
reaccionard con una cisteina en la biomolécula inmovilizada. Un ejemplo de tal entrecruzador es succinimidil 4-(N-
maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC).

En una realizacion, el proceso de reaccién con un entrecruzador se lleva a cabo en una solucién tamp6n tal como solucion
salina tamponada con fosfato (PBS). Alternativamente, el proceso de reaccién con un entrecruzador se lleva a cabo en un
“tampon de modificacion” que incluye un tampén de fosfato de sodio, NaCl y un agente quelante, tal como EDTA.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2658420 T3

En una realizacion, el proceso de reaccion con un entrecruzador se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 7 a
aproximadamente 9, preferiblemente de aproximadamente 7 a aproximadamente 8, preferiblemente aproximadamente 8.0.

En una realizacion, el proceso de reaccién con un entrecruzador se lleva a cabo en presencia de un agente quelante, tal
como EDTA.

En una realizacion, el proceso de reaccién con un entrecruzador implica incubar la biomolécula con el entrecruzador durante
un periodo de tiempo de aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 3 dias, opcionalmente, de aproximadamente 1
hora a aproximadamente 2 dias y adicionalmente de aproximadamente 6 horas. a alrededor de 18 horas.

En una realizacion, la etapa de poner en contacto la biomolécula inmovilizada con un agente de modificacion quimica o un
agente activador para proporcionar una biomolécula inmovilizada modificada o activada implica hacer reaccionar la
biomolécula con el reactivo de Traut.

En una realizacion, el proceso de reaccion con el reactivo de Traut se lleva a cabo en una solucion tampén tal como
solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

En una realizacion, el proceso de reaccion con el reactivo de Traut se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 7 a
aproximadamente 9, preferiblemente de aproximadamente 7 a aproximadamente 8, preferiblemente aproximadamente 8.0.

En una realizacion, el proceso de reaccién con el reactivo de Traut se lleva a cabo en presencia de un agente quelante, tal
como EDTA.

En una realizacion, el proceso de reaccion con el reactivo de Traut implica incubar la biomolécula con el agente reductor
durante un periodo de tiempo de aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 3 dias, opcionalmente, de
aproximadamente 1 hora a aproximadamente 2 dias y ademas opcionalmente de aproximadamente 6 horas a
aproximadamente 18 horas.

En una realizacion, la biomolécula inmovilizada, activada, se lava para eliminar cualquier agente de modificacion/activacion.
En una realizacién, el lavado implica enjuagar con un tampén, opcionalmente en el que el tampdn es solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). Otros tampones adecuados incluyen: tampén de fosfato de potasio; Tampoén de fosfato de
sodio; Tampodn de citrato de sodio; Tampén de propano Bis-Tris; Tampon HEPES; Tamp6n de acetato de sodio; Tamp6n de
citrato de sodio; Tampon de &cido cacodilico; Tampén de acetato de amonio; Tampén de imidazol; Tampon Bicine; y tampoén
de é&cido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES). Por ejemplo, la biomolécula inmovilizada puede lavarse con una solucién
tampon tal como solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 8,
preferiblemente aproximadamente 7.4. Opcionalmente, el enjuague de la biomolécula inmovilizada activada se lleva a cabo
en presencia de un agente quelante, tal como EDTA. Otro ejemplo de enjuague de la biomolécula inmovilizada activada
implica enjuagar la resina con un tampén tal como PBS seguido de un “tampdn de conjugacion” que incluye citrato de sodio,
NaCl y un agente quelante tal como EDTA.

Etapa (iii):

En una realizacién, la etapa de poner en contacto la biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente con un
componente de farmaco para formar un conjugado de biomolécula-farmaco inmovilizado implica poner en contacto la
biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente con un componente de farmaco en una solucion tampén
como se describié anteriormente con relacion a la etapa (ii).

En una realizacion, la etapa de poner en contacto la biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente con un
componente de farmaco para formar un conjugado de biomolécula-farmaco inmovilizado implica poner en contacto la
biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente con un componente de farmaco a un pH de
aproximadamente 5 a aproximadamente 8, preferiblemente aproximadamente 7 a aproximadamente 8 y mas
preferiblemente aproximadamente 7.4.

En una realizacion, la etapa de poner en contacto la biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente con un
componente de farmaco para formar un conjugado de biomolécula-farmaco inmovilizado se lleva a cabo en presencia de un
agente quelante, tal como EDTA.

En una realizacion, la etapa de poner en contacto la biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente con un
componente de farmaco para formar un conjugado de biomolécula-farmaco inmovilizado implica incubar la biomolécula
inmovilizada, activada o modificada quimicamente, con el componente de farmaco durante un periodo de aproximadamente
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20 minutos a aproximadamente 3 dias, opcionalmente, de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 2 dias y
opcionalmente de aproximadamente 6 horas a aproximadamente 18 horas.

En una realizacién, el conjugado de biomolécula - farmaco inmovilizado se lava antes de la etapa de liberacion del
conjugado de biomolécula - farmaco de la resina de captura. El lavado elimina cualquier componente de farmaco que no
haya reaccionado. En una realizacién, el lavado implica enjuagar con un tampon, opcionalmente en el que el tampon es
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y otro disolvente. Otros tampones adecuados incluyen: tampén de fosfato de
potasio; Tampon de fosfato de sodio; Tampon de citrato de sodio; Tampédn de propano Bis-Tris; Tampdn HEPES; Tampén
de acetato de sodio; Tampoén de citrato de sodio; Tampon de acido cacodilico; Tampdn de acetato de amonio; Tampon de
imidazol; Tampén Bicine; y tamp6n de &cido 2-(N-morfolino)etanosulféonico (MES). Por ejemplo, el conjugado de
biomolécula-farmaco inmovilizado puede lavarse con una solucién tampon tal como solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) y dimetilacetamida (DMA) a un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 7. Opcionalmente, el enjuague del
conjugado de biomolécula-farmaco inmovilizado se lleva a cabo en presencia de un agente quelante, tal como EDTA.

Etapa (iv):

En una realizacion, la etapa de liberar el conjugado biomolécula-farmaco de la resina de captura implica:
a) exponer el compuesto de soporte-biomolécula a un agente de liberacion; y/o

b) alterar el pH para romper el enlace soporte-biomolécula.

En una realizacion, el agente de liberacion es un disruptor de enlace de hidrogeno tal como codisolventes de
hexafluoroisopropanol, 2,2,2-trifluoroetanol o dimetilsulféxido (DMSO).

En una realizacion, el agente de liberacién se incuba con la biomolécula de soporte.

La incubacion puede llevarse a cabo a una temperatura de aproximadamente 0 a aproximadamente 100°C, preferiblemente
a una temperatura de aproximadamente 5 a aproximadamente 50°C y opcionalmente a una temperatura de
aproximadamente 10 a aproximadamente 40°C. Idealmente, la incubacion se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 15 a aproximadamente 37°C, por ejemplo, la incubacion se lleva a cabo a temperatura ambiente, tal como
a aproximadamente 21°C. Alternativamente, la incubacion se lleva a cabo a aproximadamente 37°C.

La incubacion puede llevarse a cabo durante un periodo de tiempo de aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 3
dias. Preferiblemente, la incubacion se lleva a cabo durante un periodo de tiempo de aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 2 horas.

La incubacién puede llevarse a cabo en un medio acuoso. Alternativamente, la incubacion puede llevarse a cabo en un
disolvente tal como DMF, DMSO, MeOH o MeCN. Alternativamente, la incubacion se puede llevar a cabo en una mezcla de
disolvente acuoso con hasta 80% de disolvente, preferiblemente de 0.5 a 50% y mas preferiblemente de 0.5% a 10% v/v. En
ciertos casos, las mezclas de uno o méas de los solventes anteriores, incluido el agua, pueden ser apropiadas. Cuando sea
necesario, también se puede incluir un estabilizador para garantizar que el conjugado permanezca intacto.

En una realizacion, la etapa de liberar el conjugado biomolécula-farmaco de la resina de captura implica alterar el pH. El pH
puede alterarse en cualquier cantidad que sea suficiente para romper el enlace soporte-biomolécula, pero que no afectara la
actividad, integridad o estructura tridimensional de la biomolécula.

Por ejemplo, el pH puede ajustarse para que sea acido. En una realizacion, el pH disminuye de aproximadamente pH 2 a
aproximadamente pH 6. Opcionalmente, el pH se ajusta para que sea inferior a aproximadamente pH 5, por ejemplo,
aproximadamente pH 3 a aproximadamente 5, por ejemplo, menos de aproximadamente pH 4. En una realizacion, el pH se
reduce a aproximadamente pH 3.

Alternativamente, el pH puede ajustarse para que sea basico. En una realizacion, el pH se aumenta a aproximadamente pH
8 a aproximadamente pH 10. Opcionalmente, el pH se ajusta a mas de pH 8. Por ejemplo, el pH puede aumentarse a
aproximadamente pH 9. El pH puede aumentar hasta ser mayor que pH 9. Por ejemplo, el pH puede aumentarse hasta
aproximadamente pH 10. El pH puede aumentar hasta ser mayor que pH 10, pero generalmente sera menor que pH 14.

El conjugado de biomolécula-farmaco puede someterse a uno o mas tratamientos con agente de liberacion.

Ventajosamente, el uso de un segundo tratamiento o posterior con agente de liberacion reciente puede dar como resultado
el aumento de la cantidad de conjugado biomolécula-farmaco liberado de la resina de captura. El agente de liberaciéon
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reciente es un agente de liberacibn que no se ha incubado previamente con el conjugado de biomolécula-farmaco
inmovilizado.

En una realizacion, la etapa de liberar el conjugado biomolécula-farmaco de la resina de captura implica poner en contacto
el conjugado biomolécula-farmaco con una sal. Por ejemplo, el conjugado biomolécula-fArmaco podria ponerse en contacto
con NaCl. La concentracion de sal puede variar de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 10 M, preferiblemente de
aproximadamente 0.1 a aproximadamente 1 M.

En una realizacion, los conjugados de biomolécula-fArmaco eluidos se neutralizan después de la etapa de liberar el
conjugado de la resina de captura. Por ejemplo, el conjugado se puede capturar en 2% v/v de 1M
Tris(hidroximetil)aminoetano (TRIS).

Etapas de lavado:

En una realizacién, la etapa de lavar un intermedio en el procedimiento de la invencién comprende eliminar sustancias que
no estan unidas a la resina de captura tales como contaminantes. Los contaminantes tipicos incluyen el exceso de reactivo
utilizado para activar la biomolécula inmovilizada, la biomolécula que no se ha inmovilizado en la resina de captura y el
componente del farmaco que no ha reaccionado con la biomolécula inmovilizada activada. Cualquier medio que no afecte a
la actividad, integridad o estructura tridimensional de la biomolécula o la integridad de la unién entre la biomolécula
inmovilizada y la resina de captura se puede utilizar para lavar el intermediario.

Preferiblemente, el tamp6n es isotdnico e induce un entorno estable a biomoléculas tales como anticuerpos imitando el pH
fisiologico y la fuerza iénica. En una realizacién, la biomolécula inmovilizada, activada, se lava por filtracion. Opcionalmente,
el filtrado resultante se intercambia con tampon, por ejemplo, por centrifugacion utilizando cartuchos de membrana.

Normalmente, los aditivos se introducen en los medios de almacenamiento intermedio. Estos aditivos inducen un nivel de
control del sistema tampon y la biomolécula contenida en él. Por ejemplo, se introducen aditivos tales como Tris o histidina
en una corriente de proceso tamponada para mantener el pH y minimizar la acidificacion incidental. Tipicamente, el pH de
una corriente de proceso de biomoléculas debe mantenerse entre pH 5y 9.5, con los extremos de los limites de pH evitados
durante periodos prolongados. Se pueden agregar sales inorgéanicas tales como NaCl 0.1 M (ac) para mantener la fuerza
i6nica de la corriente de proceso. Se pueden afiadir detergentes idnicos y no iénicos tales como Tween (polisorbato) al
tampon para aumentar favorablemente la solubilidad de biomoléculas poco solubles en el medio tampén y minimizar la
agregacion.

Una mezcla que comprende una resina de captura y un agente activador:

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona una mezcla que comprende:

(i) una resina de captura sobre la que se inmoviliza un anticuerpo, anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo en el
que la resina de captura es la resina F1P HF FAbsorbent, resina A1P MAbsorbent o resina A2P MAbsorbent o una resina de

captura que comprende una fraccion de captura para la biomolécula, en el que la fracciéon de captura es:

Un andamio de ligando ramificado de la férmula:

Y N N
1/"/ i S 2
R \J;:NT R
T

2

en el que R! y R? son iguales o diferentes y son cada uno los ligandos alquilo o arilo opcionalmente sustituidos, y R®es un
soporte solido opcionalmente unido por un motivo separador; o

un andamio de triacilo ramificado de formula:
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/Z

en el que Q representa el punto de unién a una matriz de soporte soélido, opcionalmente con un motivo separador y los
Grupos Ay B son grupos fenilo o naftilo sustituidos con uno o més sustituyentes capaces de formar puentes de hidrégeno,
preferiblemente uno o mas de -OH, -SH o- COzH; y

(i) un agente de reduccién o una fraccion de entrecruzamiento.

Un uso de una resina de captura en la sintesis de un conjugado biomolécula-farmaco:

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un uso de una resina de captura en la que la resina de captura es
resina F1P HF FAbsorbent, resina A1P MAbsorbent o resina MAbsorbent A2P o una resina de captura que comprende una

fraccion de captura para la biomolécula, en el que la fraccién de captura es:

un andamio de ligando ramificado de féormula:

N ¥
y NN ~—

N‘YN
ﬁﬁ
en el que R! y R? son iguales o diferentes y son cada uno de los ligandos alquilo o arilo opcionalmente sustituidos, y R® es

un soporte sélido opcionalmente unido por un motivo separador; o

un andamio de triacilo ramificado de formula:

AYN\Y B
NYN

En el que Q representa el punto de uniéon a una matriz de soporte sélido, opcionalmente con un motivo separador y los
Grupos Ay B son grupos fenilo o naftilo sustituidos con uno o més sustituyentes capaces de formar puentes de hidrégeno,
preferiblemente uno o mas de -OH, -SH o- COzH en la sintesis de un conjugado de biomolécula-farmaco, en el que la
biomolécula es un anticuerpo, un anticuerpo modificado o un fragmento de anticuerpo.

Resina de captura:

Durante afios, los investigadores han tratado de desarrollar ligandos que tengan afinidad por una gama de anticuerpos de

longitud completa, fragmentos o fusiones como reemplazos de los soportes tradicionales de purificacion de afinidad de
proteina A, G o L. El principal criterio para el éxito del ligando descubrimiento/desarrollo ha sido:
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1. Alta selectividad para anticuerpos para permitir una alta purificacion inicial

2. Capacidad de enlace dinamico util

3. Condiciones de elucion compatibles con la retencién de la integridad del anticuerpo
4. Estabilidad del soporte durante multiples ciclos de elucion/limpieza

5. Coste reducido con respecto a los soportes de Proteina A, Go L

En el contexto del uso de estos ligandos para la conjugacion de anticuerpos en fase sélida, el criterio 1 anterior no es critico
ya que el proceso de conjugacion comienza con el anticuerpo purificado. Sin embargo, el ligando debe cumplir con los 4
criterios restantes en su totalidad. Ademas, el ligando debe tener idealmente un sitio definido de interaccion con el
anticuerpo que proporcione una fuerza de unién de afinidad adecuada para la conjugacion. Este atributo es necesario para
que el anticuerpo se pueda unir al soporte y no eluir inadvertidamente durante el reabastecimiento del tampén a lo largo del
tiempo. Ademas, es deseable un sitio definido de interaccién para inferir una presentacion conformacional consistente del
complejo de anticuerpo unido a la fase de solucién circundante con el efecto de proporcionar un medio para la quimica de
conjugacion consistente y reproducible. Los anticuerpos son biomoléculas bien caracterizadas con varios dominios de unién
bien definidos que se explotan para la purificacién por afinidad.

Las primeras regiones definidas son las bolsas de unién a Proteina A y Proteina G que se explotan en cromatografia de
afinidad utilizando Proteina A/G y miméticos de soportes de Proteina A/G. La proteina A interactia con el dominio
intercatenario CH2 CH3 en la regién Fc mediante el nimero de interacciones no covalentes con residuos de aminoacidos:
Thr 250, Leu 251, Met 252, lle 253, His 310, Gin 311, Leu 314, Asn 315, Lys 338, Glu 345, Ala 431, Leu 432, His 433, Asn
434 y His 435. Los soportes miméticos de proteina A se han disefiado racionalmente para interactuar con este dominio a
través de uno o mas de los aminoacidos definidos anteriormente. Estos soportes miméticos proporcionan ligandos de
afinidad adecuados para la unién y conjugacion de IgG. Los soportes miméticos de proteina A se pueden definir en
subclases como ligandos que no contienen péptidos, péptidos o aminoacidos. De forma similar, la proteina G interactta con
el dominio intercatenario CH2 CH3 en la regiéon Fc mediante el nimero de interacciones no covalentes con residuos de
amino@cidos lle 253, Ser 254, GIn 311, Glu 380, Glu 382, His 433, Asn 434 y His 435. Los soportes miméticos de proteina G
se han disefiado racionalmente para interactuar con este dominio a través de uno o mas de los aminoacidos descritos
anteriormente. Una vez mas, estos soportes miméticos proporcionan ligandos de afinidad adecuados para la unién y
conjugacion de IgG. Los soportes miméticos de proteina G pueden definirse en subclases como ligandos no peptidicos,
peptidicos 0 basados en aminoacidos. En una realizacién, la resina de captura puede unirse a una proteina A 0 una bolsa
de union a proteina G en una biomolécula.

Una segunda regién definida es la cadena ligera del anticuerpo como objetivo por una matriz de afinidad de Proteina L. La
proteina L se une especificamente a las cadenas ligeras Kappa I, Il y IV, pero no a las cadenas ligeras Kappa Ill ni Gamma.
La interaccion entre la proteina L con anticuerpos se ha mapeado y se observd que los enlaces de hidrogeno y los puentes
de sal son importantes en la unién. Un total de 11 residuos de aminoacidos hidréfilos, a saber; Ala, Asp, Glin, Glu, Gly, lle,
Leu, Lys, Phe, Thr, Tyr - del dominio de Proteina L son importantes para formar estos enlaces. Los soportes de afinidad
miméticos de proteina L se han desarrollado creando colecciones combinatorias de andamio de triazina utilizando
compuestos quimicos estructuralmente similares a los 11 aminoacidos descritos anteriormente (documento WO
2004/035199A). Divulgado dentro del documento WO2004/035199A, un mimético de Proteina L se define como un ligando
que tiene un 50% de la afinidad de la Proteina L por un anticuerpo o fragmento y especificidad por la cadena ligera como se
evidencia mediante la unién de fragmentos Fab. Cualquier andamio adecuado divulgado en la presente memoria o conocido
por los expertos en la técnica puede sustituir al andamio de triazina siempre que se retengan las caracteristicas de afinidad
y especificidad para la cadena ligera. Tales resinas son utiles para la inmovilizaciéon de anticuerpos y fragmentos que
contienen cadenas ligeras Kappa |, Il y IV. Una realizacion comercial de miméticos de Proteina L es F1P HF Fabsorbent™
(ProMetic Biosciences). Este soporte de afinidad cumple el criterio para un mimético de Proteina L pero también se une a la
cadena ligera gamma que contiene anticuerpos y fragmentos. Por lo tanto, este soporte de afinidad es universalmente
aplicable a la unién y conjugacion de afinidad de anticuerpos. En una realizacion, la resina de captura puede unirse a una
cadena ligera de anticuerpo como objetivo por una matriz de afinidad de Proteina L.

Una tercera region definida es el dominio de nucleétidos conservado en el brazo Fab de todos los isotipos de anticuerpos en
una amplia gama de especies. El sitio de unién comprende 4 residuos de aminoacidos, el primero de los cuales es un Tyr o
Phe y los tres restantes Tyr, Tyr y Trp. Mientras que la ubicacién de la bolsa de unién y la orientacion de la cadena lateral de
aminoacidos se conservan en la superposicion de la estructura cristalina, existen ligeras diferencias en la variacion global de
la secuencia principal de anticuerpo a anticuerpo y en los esquemas de numeracion. Esto se demuestra a continuacion
comparando los sitios de union de nucle6tidos conservados para los anticuerpos comerciales Herceptina y Rituximab. Los
miméticos de nucledtidos (no peptidicos, peptidicos, analogos de nucledtidos y aminoacidos) que se han disefiado
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racionalmente para interactuar con este dominio mediante uno o mas de los aminoacidos descritos anteriormente son
ligandos de afinidad adecuados para la unién y conjugacion de IgG.

Anticuerpo Aminoacido 1 Aminoacido 2 Aminoécido 3 Aminoécido 4

Herceptina Cadena Ligera Tyr 36 Cadena Ligera Tyr 87 Cadena Pesada Tyr 95 Cadena Pesada Trp 110

Rituximab Cadena Ligera Phe 35 Cadena Ligera Tyr 86 Cadena Pesada Tyr 95 Cadena Pesada Trp 111

En una realizacion, la resina de captura puede unirse a un dominio de nucleétidos conservado en el brazo Fab de un
anticuerpo.

Una cuarta region definida son las estructuras de glucano presentes en Asn 297 en el dominio CH2 de la regi6on Fc de
anticuerpos intactos. El acido m-aminofenilborénico que actia como un ligando de afinidad se une a grupos cis diol en
residuos de azucar tales como manosa, galactosa o glucosa de manera que estan presentes con la fraccion sacarido de las
moléculas de glicoproteina. De esta interaccién se proporciona un complejo anular reversible de cinco miembros. A
continuacion, se muestra una estructura de glucano de anticuerpo tipica para resaltar la presencia de manosa y galactosa
en anticuerpos glucanos (Adaptado de Arnold et al., Advances in Experimental Medicine and Biology, 2005, 564, 27-43). En
una realizacion, la resina de captura puede unirse a una estructura de glucano presente en Asn 297 en el dominio CH2 de la
region Fc de anticuerpos intactos.
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Monosacaridos .—O"
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|
<
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Figura 2

Estructura de glucano e isoformas. a) nomenclatura general para glucanos. b) estructura de glucano predominantes de IgG.
G = Unidades de galactosa, F= unidades de Fucosa. Modificado después de Arnold et al*.

Los ligandos se pueden unir a una gama de matrices de soporte sélidas bien conocidas en el campo de la cromatografia de
afinidad. Estos incluyen, por ejemplo, polimeros sintéticos tales como poliacrilamida, poli(alcohol vinilico) o poliestireno,
especialmente polimeros sintéticos reticulados, soportes inorganicos tales como soportes basados en silice y en particular
soportes de polisacaridos tales como almidén, celulosa y agarosa.

Los soportes de ligandos especificos adecuados para la unién de anticuerpos se describen a continuacion:

Soportes de afinidad miméticos de Proteina A, G y L no peptidicos

La modelacion molecular de la interacciéon Proteina A, G o L combinada con el rastreo de colecciones quimicas sintéticas ha
permitido el disefio semi-racional de miméticos de moléculas pequefias de estas proteinas (Li et al., Nature Biotechnology,
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1998, 16, 190-195). Los ejemplos de dichas resinas incluyen los soportes comerciales F1P HF FAbsorbent y A1P
mAbsorbent (ProMetic Biosciences).

Los soportes F1P HF FAbsorbent y A1P Absorbent se forman en un andamio de triazina utilizando una reaccién
multicomponente Ugi (www.prometicbioscience.com).

El documento US20010045384 divulga un complejo de ligando mimético de Proteina A ensamblado sobre un andamio del
tipo de imino diacetato (IDA). El andamio de IDA se deriva con ligandos de triacilo para proporcionar un complejo de ligando
de triacilo multivalente.

El documento W0O9808603 describe el aislamiento de inmunoglobulinas de sobrenadantes de cultivos celulares, sueros,
plasma o calostro utilizando resinas de afinidad. Estas resinas de afinidad comprenden ligandos sintéticos mono o biciclico-
aromaticos o heteroaromaticos para facilitar la purificacion de inmunoglobulinas.

Otro ligando prometedor como resina de afinidad de anticuerpos es la sulfametazina. Las microparticulas de dextrano
acopladas con sulfametazina se unen especificamente a los anticuerpos (Yi et al, Prep. Biochem. Biotechnol., 2012, 42, 6,
598-610).

En la seleccion de los ligandos candidatos lider divulgados anteriormente, se excluyeron muchos ligandos basandose en la
falta de especificidad del anticuerpo. En la presente se describe que la especificidad es menos importante que la eficacia de
unién, la capacidad y la estabilidad para una resina de conjugacion de anticuerpos en fase sélida y, como tales, no se
descuentan.

Soportes de afinidad mimética de Proteina 'Peptidica’ A, Go L

Se han descrito varios péptidos miméticos de Proteina A. Menegatti identificd un hexapéptido con la secuencia HWRGWV
gue se une a la regién del anticuerpo Fc (Menegatti y col., Journal of Separation Science, 2012, 35, 22, 3139-3148). Fassina
et al. Han identificado un péptido mimético de proteina A TG191318 a través de la sintesis y seleccion de colecciones de
péptidos multiméricos sintéticos compuestos de moléculas sintéticas aleatorizadas con un nucleo de lisina de tetradendato
(Fassina et al., J. Mol. Recognit., 1996, 9, 564). El documento EP1997826 describe un péptido que comprende X;- Arg-Thr-
Tyr. Lund et al. describen dos ligandos peptidicos adecuados para la cromatografia de afinidad de anticuerpos (Lund et al, J
Chromatogr. A, 2012, 1225, 158-167). DAAG y D,AAG contienen L-arginina, L-glicina y un acido aromatico sintético 2,6-di-
tert-butil-4-hidroxibencil acrilato (DBHBA)

Apoyos de afinidad mimética de Proteina A, G o L de aminoécidos

Ademas de los ligandos macromoleculares complejos descritos anteriormente, se han propuesto aminoacidos simples como
miméticos de Proteina A que se unen a anticuerpos de la misma manera (Naik et al., J. Chromatogr. A, 2011, 1218, 1756-
1766). Un ejemplo de esto es AbSep, una resina de polimetacrilato que contiene triptéfano con una alta afinidad por el sitio
de union de la Proteina A en la regién Fc de los anticuerpos. Las resinas que contienen los amino&cidos Tirosina, Histidina y
Fenilalanina también son adecuadas para la inmovilizacién y conjugacién de anticuerpos (Bueno et al., J. Chromatogr. B,
Biomed. Appl., 1995; 667, 1, 57-67).

Soporte de afinidad del sitio de unién de nucle6tidos

Otra estrategia para desarrollar ligandos de purificacion de anticuerpos ha explotado el sitio de unidon a nucleotidos (NBS)
conservado menos conocido en las regiones variables de Fab de anticuerpos (Alves et al, Anal. Chem., 2012, 84, 7721-
7728). El analogo de nucleétido del acido indolbutirico se ha acoplado a una resina ToyoPearl AF-650-amino M para
preparar un soporte que cumple el criterio 1-5 anterior. En el documento W0O/2012/099949 se describe un amplio intervalo
de otros analogos de nucleétidos utiles para la cromatografia de afinidad de anticuerpos.

Resinas de enlace de carbohidratos

El 4cido ligando m-aminofenilbordnico inmovilizado en una variedad de soportes se ha utilizado para purificar glicoproteinas.
El ligando se une a grupos cis-diol en residuos de azucar tales como manosa, galactosa o glucosa que estan presentes en
la fraccién sacéarida de moléculas de glucoproteina que incluyen anticuerpos, formando un complejo anular reversible de
cinco miembros. Este complejo se puede disociar bajando el pH, o utilizando un tampén de elucién que contiene Tris o
sorbitol.

Un ligando de la resina de captura puede interactuar con una biomolécula mediante interacciones de enlace especificas,
reversibles y no covalentes entre el ligando y la biomolécula, por ejemplo, una proteina, anticuerpo, anticuerpo modificado o
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fragmento de anticuerpo. Las interacciones no covalentes se pueden clasificar como iénicas, van der Waals, enlaces de
hidrégeno o hidréfobas. Estas interacciones funcionan de forma tridimensional para ayudar a la flexibilidad y la conformacion
de la biomolécula objetivo al ligando de la resina de captura. Cuando estd muy cerca del ligando, la biomolécula puede
inferir una, varias o todas estas interacciones para proporcionar un complejo ligando-biomolécula. La distancia entre el
ligando y la biomolécula y la polaridad y electronegatividad del ligando determinaran la intensidad de estas interacciones.
Ademas, la intensidad de estas interacciones se puede definir como la fuerza de afinidad. Una fuerza de alta afinidad entre
un ligando y una biomolécula constituye un complejo ligando-biomolécula de estabilidad mejorada (documento
US2009/0240033).

La resina de captura puede unir un anticuerpo, un anticuerpo modificado o un fragmento de anticuerpo.

Proteina A, proteina G o proteina L miméticas no basadas en péptidos se han utilizado en cromatografia de ligandos de
colorante, que es un modo de cromatografia de afinidad que utiliza colorantes textiles unidos covalentemente inmovilizados
a un soporte solido tal como agarosa para purificar proteinas. Estos colorantes se parecen a sustratos naturales/ligandos
proteicos a los que las proteinas tienen afinidad. Este modo de purificacién y separacion a menudo se denomina
cromatografia de pseudoafinidad. La cromatografia de afinidad con el ligando colorante no es especifica, pero la técnica es
ventajosa para un amplio intervalo de unién para una variedad de proteinas. Los avances en la técnica de purificacion
emplearon tintes modificados para actuar como inhibidores competitivos para un sustrato/ligando normal de proteinas (P.
Dean et al., J. Chromatography, 1979, 165, 3, 301-319). Los ligandos basados en triazinilo tales como Cibacron Blue 3GA,
Procion Red H-3B, Procion Blue MX 3G, Procion Yellow HA, etc. son comunmente empleados y abordan las
preocupaciones de pureza, fuga y toxicidad de los colorantes comerciales originales tales como Blue Dextran (Lowe et al.,
Trends Biotechnology, 1992, 10, 442-448). Los ligandos de triazinilo se han utilizado con éxito para la purificacién de
albumina, oxidorreductasas, descarboxilasas, enzimas glicoliticas, nucleasas, hidroloasas, liasas, sintetasas y transferasas
(N. Labrou, Methods Mol. Biol. 2002, 147, 129-139). Una limitacién de la cromatografia de afinidad de ligando de colorante
biomimético es que la fuerza de afinidad de biomolécula a biomolécula es considerablemente variable y en muchos casos
un ligando que proporciona una fuerte afinidad por una proteina puede no ser aplicable a otra proteina. Por lo tanto, a
menudo es necesario llevar a cabo un proceso de seleccion extensivo y empirico para identificar ligandos sintéticos
adecuados con la afinidad deseada por una biomolécula de interés.

En consecuencia, para ayudar a la elucidacion estructurada de ligandos adecuados que efecttan la unién de afinidad a una
biomolécula, se ha incorporado un motivo de andamio multivalente a la estructura del ligando para proporcionar una
construccion a la que se puede introducir y seleccionar una coleccion de ligandos en combinacion con separacién espacial
rigida del ligando del soporte.

En una realizacion, el ligando de la resina de captura tiene una estructura de acuerdo con las estructuras enumeradas en la
descripcién del documento US20010045384. Las resinas de captura del documento US20010045384 son complejos de
ligando miméticos de Proteina A ensamblados sobre un andamio tipo imino diacetato (IDA). El andamio IDA se deriva con
ligandos triazilo para producir un complejo de ligando triazilo. Un complejo de ligando triazilo de ilustracién definido dentro
del documento US20010045384 se muestra adelante:
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Este mimético de Proteina A ha demostrado su utilidad como medio de purificacién por afinidad para inmunoglobulinas tales
como IgG. Se postula que la geometria molecular de los ligandos de triazina adyacentes en el complejo ligando es una
ventaja usando el andamio IDA.

En una realizacion, el ligando de la resina de captura tiene una estructura de acuerdo con las estructuras enumeradas en la
descripcién de W02004/035199. El documento W02004/035199 divulga el uso de un mimético de Proteina L que
comprende un armazon de ligando ramificado de formula general,

N o~ N
ﬁYN

R3

en donde R* y R? son iguales o diferentes y son cada uno de los ligandos alquilo o arilo opcionalmente sustituidos, y R® es
un soporte solido opcionalmente unido por un motivo separador. El armazén de triacil-ligando se ha divulgado como
ligandos miméticos de Proteina L adecuados para la union por afinidad de inmunoglobulina o fragmentos de anticuerpos
(fAb) de los mismos. Ademas, se divulga que estos armazones de triacil-ligando tienen una afinidad de unién preferencial
por las cadenas ligeras de inmunoglobulina K y A.

En una realizacion, el ligando de la resina de captura tiene una estructura de acuerdo con las estructuras enumeradas en la
descripciéon del documento US20110046353. El documento US20110046353 divulga la purificacion de un fragmento de
anticuerpo (fAb) de un medio de produccion. Los anticuerpos de fragmento no se pueden purificar en medio de Proteina A.
El fAb se caracteriza por tener un dominio de unién capaz de unirse a un antigeno y en muchas realizaciones descritas en él
consiste en tener una cadena pesada (Vh) o un fragmento funcional de la misma y una cadena ligera (VI) o un fragmento
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funcional de la misma, junto con al menos otra cadena. Se definen dentro de los ligandos de afinidad para fAb, que consiste
en un andamio de triacilo ramificado de la férmula,

A B

N
N

T

Q

N N

en el que Q representa el punto de unién a una matriz de soporte solido, opcionalmente con un motivo espaciador y los
Grupos Ay B son grupos fenilo o naftilo sustituidos con uno o mas sustituyentes capaces de formar puentes de hidrégeno,
preferiblemente uno o mas de -OH, -SH o- CO2H. Se han informado excelentes resultados utilizando ligandos de afinidad
soportados comercialmente disponibles de Prometic Biosciences con los nombres comerciales A1P MAbsorbent y A2P
MAbsorbent.

En una realizacion, el ligando de la resina de captura tiene una estructura:

HO

HN

g_n‘<\N Q on

En una realizacion, la resina de captura tiene la forma de un cordén. En una realizacién, el tamafio del cordén en términos
del diametro del corddn es de aproximadamente 10 ym a aproximadamente 2000 um, preferiblemente de aproximadamente
50 ym a aproximadamente 1000 um, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 75 ym a aproximadamente 500 ym.

En una realizacion, la resina de captura incluye un soporte mévil hecho de un material seleccionado del grupo que consiste
en: poliestireno, poliestireno (PS-DVB) - ligeramente reticulado con divinilbenceno (0.1-5.0% DVB, denominado
microporoso), poliestireno (PS-DVB) - muy reticulado con divinilbbenceno (5-60% DVB, denominado macroporoso),
polietilenglicol, poliestireno injertado con polietilenglicol (copolimero PS-PEG), poliacrilamida, perlas de vidrio poroso
controlado (CPG), silice, Kieselguhr, Polipropileno, Poli(tetrafluoroetileno), Polietileno, Celulosa, Poli metacrilato, Monolitos
funcionalizados, Fibras funcionalizadas, Columnas monoliticas (como Nikzad et al, OPRD, 2007, 11, 458-462), Agarosa,
Sefarosa y cuentas de polimero recuperable magnéticas.

En una realizacion preferida, la resina de captura es un soporte mévil hecho de un material seleccionado del grupo que
consiste en: agarosa, sefarosa y celulosa.

En una realizacion, la resina de captura es una resina de captura comercialmente disponible tal como la resina F1P HF

FAbsorbent™. En una realizacion, la resina de captura es una resina de captura disponible comercialmente tal como resina
MAbsorbent™.
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Biomolécula:

En una realizacién, la biomolécula se produce naturalmente en un organismo vivo. Alternativamente, la biomolécula puede
ser un derivado de un compuesto quimico que se produce naturalmente en un organismo vivo. Por ejemplo, la biomolécula
puede ser una biomolécula que ha sido alterada quimica o genéticamente de una manera que no afecta su actividad
bioldgica.

En una realizacion, la biomolécula es un anticuerpo.

En una realizacion, la biomolécula es un anticuerpo modificado, por ejemplo, un anticuerpo que incluye un aminoacido no
natural.

En una realizacion, la biomolécula es un fragmento de anticuerpo.
En una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
En una realizacion, el anticuerpo es trastuzumab.

En una realizacion, el anticuerpo, anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo es una inmunoglobulina (Ig), por
ejemplo, una de las cinco clases de inmunoglobulinas humanas: 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE. El término anticuerpo abarca
anticuerpos monoclonales. El término anticuerpo abarca anticuerpos policlonales. El término anticuerpo abarca fragmentos
de anticuerpos siempre que muestren la actividad biolégica deseada. El anticuerpo puede ser un anticuerpo humano, un
anticuerpo animal, un anticuerpo murino, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico que comprende secuencias
humanas y animales.

La unidad basica de la estructura del anticuerpo es un complejo de glicoproteina heterotetramérica de por lo menos 20.000
Dalton, por ejemplo, aproximadamente 150.000 Dalton. Un anticuerpo puede tener al menos 900 aminoécidos de longitud,
por ejemplo, 1.400 aminoacidos de longitud. Un anticuerpo puede estar compuesto por dos cadenas ligeras (L) idénticas y
dos cadenas pesadas (H) idénticas, unidas entre si por asociaciones no covalentes y por enlaces disulfuros. Cada cadena
pesada y ligera también tiene puentes disulfuro intercatenarios separados regularmente. Cada cadena pesada es de
aproximadamente 50.000 Daltons. Cada cadena pesada tiene al menos 300 aminoéacidos de longitud, por ejemplo,
aproximadamente 450 aminoacidos de longitud. El anticuerpo puede ser solo un anticuerpo de cadena pesada. Cada
cadena ligera es de aproximadamente 20.000 Daltons. Cada cadena ligera tiene al menos 100 aminoéacidos de longitud, por
ejemplo, aproximadamente 250 amino&cidos de longitud.

Una biomolécula de anticuerpo puede contener dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una
cadena ligera y una cadena pesada. Cada cadena liviana y cadena pesada a su vez consta de dos regiones: una region
variable (“V”) implicada en la unién del antigeno objetivo, y una regién constante (“C”) que interactlia con otros componentes
del sistema inmunitario. Las regiones variables de cadena ligera y pesada se unen en un espacio tridimensional para formar
una region variable que se une al antigeno (por ejemplo, un receptor en la superficie de una célula).

En una realizacion, la biomolécula es un fragmento de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpos comprenden una porcién
de un anticuerpo de longitud completa, generalmente la unioén a antigeno o regién variable de la misma.

Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, pFc', F(ab")2 y scFv; diacuerpos; anticuerpos lineales;
biomoléculas de anticuerpos monocatenarios; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpos. Un fragmento de anticuerpo puede tener al menos 10 aminoacidos de longitud, por ejemplo, un fragmento de
anticuerpo puede ser al menos 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280 o 300 aminoéacidos de
longitud.

En una realizacién, la biomolécula es un anticuerpo modificado o un fragmento de anticuerpo modificado. Por “anticuerpo
modificado” o “fragmento de anticuerpo modificado” se entiende un anticuerpo que difiere de un anticuerpo parental en virtud
de al menos una modificacién de aminoacido. Un anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo modificado se refiere a
un anticuerpo, que, en comparacion con el anticuerpo de tipo silvestre, es diferente con respecto a su tamafio, o que es
diferente con respecto a su glicosilacién pero que tiene una afinidad similar a su ligando que el anticuerpo de tipo silvestre.

Farmaco:

El término “farmaco” incluye cualquier sustancia que, cuando se administra en el cuerpo de un organismo vivo, altera la
funcioén corporal normal. En general, un medicamento es una sustancia que se usa para el tratamiento, la curacion, la
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prevencién o el diagnéstico de una enfermedad, o que se usa para mejorar el bienestar fisico o mental. En una realizacion,
el farmaco es un farmaco citotoxico.

Los principales candidatos de “ultrapotencia” (farmaco) hasta la fecha se definen en una de dos categorias: (i) inhibidores de
tubulina; y (ii) agentes que interactian con el ADN. Los inhibidores de tubulina modulan la polimerizacién de tubulina. Los
agentes que interacttan con el ADN se dirigen al ADN celular

En una realizacion, el farmaco es un inhibidor de tubulina.

En una realizacion, el inhibidor de tubulina se selecciona del grupo que consiste en: (a) una auristatina; y (b) un derivado de
maitansina.

En una realizacion, el farmaco es una auristatina.

Las auristatinas incluyen derivados sintéticos del compuesto natural Dolastatin-10. Las auristatinas son una familia de
pseudopéptidos antineoplasicos/citostaticos. Las dolastatinas son estructuralmente Gnicas debido a la incorporacion de 4
aminoacidos inusuales (Dolavaina, Dolaisoleuina, Dolaproina y Dolaproina) identificados en el producto biosintético natural.
Ademas, esta clase de productos naturales tiene numerosos centros asimétricos definidos por los estudios de sintesis total
de Pettit et al. (US 4,978,744). Parece a partir de las relaciones de actividad estructural que los residuos Dolaisoleuina y
Dolaproina parecen necesarios para la actividad antineoplasica (US 5.635.483 y US 5.780.588).

En una realizacion, la auristatina se selecciona del grupo que consiste en: Auristatina E (AE); Monometilauristatina E
(MMAE); Auristatina F (MMAF); veMMAE; y VeMMAF.

En una realizacién, el farmaco es una maitansina o un analogo estructural de maitansina.
En una realizacion, el farmaco es un maitansina.

Maitansinas incluyen policétidos antimitéticos estructuralmente complejos. Las Maitansinas son inhibidores potentes del
ensamblaje de microtubulina que conduce a la apoptosis de las células tumorales.

En una realizacion, la maitansina se selecciona del grupo que consiste en: Mertansina (DM1); y un analogo estructural de
Maitansina como DM3 o DM4. Preferiblemente, el medicamento es mertansina (DM1).

En una realizacion, el farmaco es un agente de interaccion de ADN. Los agentes que interactian con el ADN se conocen
como candidatos “ultrapotentes” (farmacos).

En una realizacion, el agente de interaccion de ADN se selecciona del grupo que consiste en: (a) caligueamicinas, (b)
duocarmicinas y (c) pirrolobenzodiazepinas (PBD).

En una realizacion, el farmaco es una caliqueamicina.

La caligueamicina es un potente agente citotoxico que causa roturas de ADN de doble cadena, lo que provoca la muerte
celular. La caliqueamicina es un antibiético de enedino natural (A. L. Smith et al., J. Med. Chem., 1996, 39, 11, 2103-2117).
Caligueamicina se encontr6 en el microorganismo del suelo Micromonosporaechinospora.

En una realizacion, la caliqueamicina es caliqueamicina gamma 1.

En una realizacion, el farmaco es una duocarmicina.

Las duocarmicinas son potentes antibidticos antitumorales que ejercen sus efectos bioldgicos a través de la secuencia de
unién selectiva en el surco menor del ADN duplex y alquilando el N3 de la adenina (D. Boger, Pure & Appl. Chem., 1994, 66,
4, 837 - 844).

En una realizacion, la duocarmicina se selecciona del grupo que consiste en: Duocarmicina A; Duocarmicina B1;
Duocarmicina B2; Duocarmicina C1; Duocarmicina C2; Duocarmicina D; Duocarmicina SA; Ciclopentilbenzoindol (CBI)

duocarmicina; Centanamicina; Rachelmicina (CC-1065); Adozelesina; Bizelesina; y Carzelesina.

En una realizacién, el farmaco es una pirrolobenzodiazepina.
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Las pirrolobenzodiazepinas (PBD) son una clase de antibiéticos antitumorales naturales. Las pirrolobenzodiazepinas se
encuentran en Streptomyces. Las PBD ejercen su actividad antitumoral uniéndose covalentemente al ADN en el surco
menor, especificamente en unidades de purina-guanina-purina. Se insertan en el N2 de la guamina a través de un enlace
aminal y, debido a su forma, causan una interrupcién minima de la hélice del ADN. Se cree que la formacion del aducto
ADN-PBD inhibe la sintesis de &cidos nucleicos y provoca roturas de cadena Unica y de doble cadena dependientes de la
escision en la hélice del ADN. Como derivados sintéticos, la union de dos unidades de PBD mediante una union flexible de
polimetileno permite que los dimeros de PBD entrecrucen hebras de ADN opuestas produciendo lesiones altamente letales.

En una realizacion, el farmaco es un derivado sintético de dos unidades de pirrolobenzodiazepinas unidas a través de un
enlace flexible de polimetileno.

En una realizacion, la pirrolobenzodiazepina se selecciona del grupo que consiste en: Antramicina (y dimeros de los
mismos); Mazetramicina (y dimeros de los mismos); Tomaimicina (y dimeros de los mismos); Protracarcina (y dimeros de la
mismay); Chicamicina (y dimeros de los mismos); Neotramicina A (y dimeros de los mismos); Neotraramicina B (y dimeros de
los mismos); DC-81 (y dimeros de los mismos); Sibiromicina (y dimeros de los mismos); Porotramicina A (y dimeros de los
mismos); Porotramicina B (y dimeros de los mismos); Sibanomicina (y dimeros de los mismos); Abbeimicina (y dimeros de
los mismos); SG2000; y SG2285.

En una realizacion, el farmaco es un farmaco que se dirige a enlaces cruzados entre ADN mediante alquilacion. Un farmaco
que se dirige a los enlaces cruzados entre ADN a través de la alquilacion se selecciona de entre: una mostaza dirigida al
ADN; un agente alquilante especifico de guanina; y un agente alquilante especifico de adenina.

En una realizacion, el farmaco es una mostaza dirigida a ADN. Por ejemplo, la mostaza dirigida a ADN puede seleccionarse
del grupo que consiste en: un oligopirrol; un oligoimidazol; un vehiculo de Bis-(bencimidazol); un portador de polibenzamida;
y un vehiculo 9-Anilinoacridina-4-carboxamida.

En una realizacion, el farmaco se selecciona del grupo que consiste en: Netropsina; Distamicina; Lexitropsina; Tallimustina;
Dibromotallimustina; PNU 157977; y MEN 10710.

En una realizacion, el farmaco es un vehiculo de Bis- (bencimidazol). Preferiblemente, el farmaco es Hoechst 33258.

Un agente alquilante especifico de guanina es un agente alquilante altamente regioespecifico que reacciona en posiciones
especificas de nucleésidos.

En una realizacion, el farmaco es un agente alquilante especifico de guanina seleccionado del grupo que consiste en: un
alquilantes de G-N2; un alquilante A-N3; una mitomicina; un analogo de carmetizol; un analogo de ecteinascidina.

En una realizacion, la mitomicina se selecciona de: mitomicina A; Mitomicina C; Porfiromicina; y KW-2149.

En una realizacion, el analogo de carmetizol se selecciona de: bis- (hidroximetil) pirrolizidina; y NSC 602668.

En una realizacion, el analogo de ecteinascidina es Ecteinascidina 743.

Los agentes alquilantes especificos de adenina son regioespecificos y alquiladores de surco menor especificos de
secuencia que reaccionan en el N3 de adeninas en secuencias de polipirimidinas. Las ciclopropaindolonas y las

duocamicinas se pueden definir como alquilantes especificos de adenina.

En una realizacién, el farmaco es un anédlogo de ciclopropaindolona. Preferiblemente, el farmaco se selecciona de:
adozelesina; y carzelesina.

En una realizacion, el farmaco es una benz[e]indolona. Preferiblemente, el farmaco se selecciona de: CBI-TMI; e iso-CBI.

En una realizacion, el farmaco es bizelesina.

En una realizacion, el farmaco es un farmaco antitumoral marino. Los farmacos antitumorales marinos han sido un campo
en desarrollo en el campo del desarrollo de farmacos antitumorales (I. Bhatnagaref al, Mar. Drugs 2010, 8, P2702-2720 y
T.L. Simmons et al, Mol. Cancer Ther. 2005, 4(2), P333-342). Los organismos marinos, incluidas las esponjas, la asociacion
simbidtica esponja-microbio, la gorgonia, los actinomicetos y el coral blando han sido ampliamente explorados en busca de
posibles agentes anticancerigenos.

En una realizacion, el farmaco se selecciona de: citarabina, Ara-C; Trabectedina (ET-743); y EribulinMesilato.
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En una realizacion, el EribulinMesilato se selecciona de: (E7389); Soblidotina (TZT 1027); Lactato de esqualamina;
CemadotinPlinabulina (NPI-2358); Plitidepsina; Elisidepsin; Zaiipsis; Tasidotina, Sintadotina; (ILX-651); Discodermolida;
HT1286; LAF389; Kahalalida F; KRN7000; Bryostatin 1; Hemiasterlina (E7974); Marizomib; Salinosporamida A; NPI-0052);
LY355703; CRYPTO 52; Depsipéptido (NSC630176); Ecteinascidina 743; Sintadotina; Kahalalida F; Squalamina;
Dehidrodidemnina B; Didemnina B; Cemadotina; Soblidotina; E7389; NVP-LAQ824; Discodermolida; HTI-286; LAF-389;
KRN-7000 (Derivado de Agelasphin); Curacina A; DMMC; Salinosporamida A; Laulimalida; Vitilevuamida; Diazonamida;
Eleuterobina; Sarcodictiina; Pelorusida A; Salicilihalimidas A y B; Tiocoralina; Ascididemina; Variolinas; Lamellarina D;
Dictiodendrinas; ES-285 (espisulosina); y Halicondrina B.

Los siguientes farmacos también estan abarcados por la presente invencion: Amatoxinas (a-amanitina)- octapéptidos
biciclicos producidos por basidiomicetos del género Amanita, por ejemplo, el hongo Green Deathcap; Tubulisinas;
Citolisinas; dolabellaninas; Epotilona A, B, C, D, E, F.

Epotilonas: constituyen una clase de agentes de polimerizacién de tubulina que no son taxanos y se obtienen por
fermentacion natural de la mixobacteria Sorangiumcellulosum. Estas fracciones poseen potente actividad citotoxica que esta
vinculada a la estabilizacién de microtdbulos y resultados en el arresto mitético en la transicion G2/M. Las epotilonas han
demostrado una citotoxicidad potente a través de un panel de estirpes celulares cancerosas y a menudo han mostrado una
potencia mayor que paclitaxel (X. Pivot et al., European Oncology, 2008; 4(2), P42-45).

En una realizacion, el fArmaco es amatoxina.

En una realizacion, el farmaco es tubulisina.

En una realizacion, el fArmaco es citolisina.

En una realizacion, el farmaco es dolabellanina.

En una realizacion, el farmaco es epotilona.

Los siguientes farmacos también estan abarcados por la presente invencion. En una realizacion, el farmaco se selecciona
de: doxorrubicina; Epirrubicina; Esorrubicina; Detorrubicina; Morfolino-doxorrubicina; Metotrexato; etopterina; Bleomicina;
Diclorometraxato; 5- Fluorouracilo; Citosina -B-D-arabinofuranosida; Taxol; Anguidina; Melfalan; Vinblastina; Phomopsin A;
Proteinas inactivadoras de ribosomas (RIP); Daunorrubicin; Alcaloides de Vinca; Idarrubicina; Melfalan; Cisplatino; Ricino;
Saporina; Antraciclinas; Indolinobenzodiazepinas; 6-Mercaptopurina; Actinomicina; Leurosina; Leurosidina; Carminomicina;
Aminopterina; Tallisomicina; Podofilotoxina; Etopdsido; Poliamidas en horquilla; Etopdsido fosfato; Vinblastina; Vincristina;
Vindesina; acido retinoico Taxotere; N8-acetilspermidina; Camptotecina; Esperamicina; y Ene-diinas.

En una realizacion, el farmaco es Doxorrubicina.

En una realizacion, el farmaco es Epirrubicina.

En una realizacion, el farmaco es Esorrubicina.

En una realizacion, el farmaco es Detorrubicina.

En una realizacion, el farmaco es Morfolino-doxorrubicina.

En una realizacion, el farmaco es Metotrexato.

En una realizacion, el farmaco es Metopterina.

En una realizacion, el farmaco es Bleomicina.

En una realizacion, el fArmaco es Diclorometotrexato.

En una realizacion, el farmaco es 5-fluorouracilo.

En una realizacion, el farmaco es Citosina-B-D-arabinofuranosida.

En una realizacion, el fArmaco es Taxol.
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el farmaco es Anguidina.
el farmaco es Melfalan.
el farmaco es Vinblastina.

el farmaco es Fomopsina A.

el farmaco es proteinas inactivadoras de ribosomas (RIP)

el farmaco es Daunorrubicina.
el farmaco es Alcaloides Vinca.
el farmaco es Idarrubicina.

el farmaco es Melfalan.

el farmaco es Cis-platino.

el farmaco es Ricina.

el farmaco es Saporina.

el farmaco es Antraciclinas.

el farmaco es Indolino-benzodiazepinas.

el farmaco es 6-mercaptopurina.
el farmaco es Actinomicina.

el farmaco es Leurosina.

el farmaco es leurosideina.

el farmaco es Carminomicina.

el farmaco es aminopterina.

el farmaco es Talisomicina.

el farmaco es Podofilotoxina.

el farmaco es Etopdsido.

el farmaco es Poliamida horquilla.
el farmaco es Fosfato de etopoésido.
el farmaco es Vinblastina.

el farmaco es Vincristina.

el farmaco es Vindesina.

el farmaco es acido retinoico Taxotere.

el farmaco es N8-acetilespermidina
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En una realizacion, el farmaco es Camptotecina.
En una realizacion, el farmaco es Esperamicina.
En una realizacion, el farmaco es Ene-diino.
Conjugados de biomolécula-farmaco:

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un conjugado de biomolécula-farmaco que se puede obtener
mediante un proceso de la presente invencion.

Breve descripcién de los dibujos

Las realizaciones de la invencion se describen adicionalmente a continuacion con referencia a los dibujos adjuntos, en los
que:

Figura 1 - Andlisis de HIC de conjugados de Herceptina vceMMAE en fase sélida producidos por el Ejemplo 2. Trazas de
abajo a arriba Herceptina-vcEy 3, Herceptina-vcE,4, Herceptina-vcEs 4, Herceptina-vcE44. RT 4.3 min - Herceptina no
conjugado, RT 5.9 min - Relacién de anticuerpos de farmacos de 2, RT 7.5 min - Proporcién de anticuerpos de farmacos de
4, RT 8.9 min - Proporcién de anticuerpos de farmacos de 6 y RT 9.8 min - Proporcién de anticuerpos de farmacos de 8.

Figura 2 - Andlisis SEC de conjugados de Herceptina veMMAE en fase sélida producidos por el Ejemplo 2. Trazas de abajo
a arriba Herceptina, Herceptina-vcE, 3, Herceptina-vcE; 4, Herceptina-vcEsz 4, Herceptina-vcEas 4.

Figura 3 - Analisis de HIC del flujo cromatogréafico conjugados de Herceptina veMMAE en fase sélida. Andlisis de HIC de la
fase de solucion del conjugado de Herceptina veMMAE (panel superior), Herceptina veMMAE fabricado en columna A
(columna central), vceMMAE fabricado en columna B (panel inferior).

Figura 4 - Andlisis de SEC de conjugados de Herceptina vceMMAE en fase soélida. Analisis SEC de la fase de solucién
conjugado de Herceptina veMMAE (panel superior), Herceptina veMMAE fabricado en Columna A (panel central), vceMMAE
fabricado en Columna B (panel inferior).

Descripcion detallada

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de esta especificacion, las palabras “comprender” y “contener” y las
variaciones de ellas significan “incluidas, pero no limitadas a”, y no pretenden (y no lo estan) excluir otras fracciones,
aditivos, componentes, enteros o etapas. A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de esta especificacion, el
singular abarca el plural a menos que el contexto requiera lo contrario. En particular, cuando se usa el articulo indefinido,
debe entenderse que la especificacion contempla tanto la pluralidad como la singularidad, a menos que el contexto requiera
lo contrario.

Las caracteristicas, enteros, caracteristicas, compuestos, fracciones quimicas o grupos descritos junto con un aspecto
particular, realizacion o ejemplo de la invencidon deben entenderse aplicables a cualquier otro aspecto, realizacién o ejemplo
descrito aqui a menos que sea incompatible con los mismos. Todas las caracteristicas reveladas en esta especificacion
(incluyendo cualquier reivindicacion, resumen y dibujos), y/o todas las etapas de cualquier procedimiento o proceso asi
divulgado, pueden mezclarse en cualquier combinacion, excepto combinaciones donde por lo menos algunas de dichas
caracteristicas y/o las etapas son mutuamente excluyentes.

EJEMPLOS:

Las siguientes técnicas se usan en los ejemplos.

Cromatografia de exclusion de tamafio (SEC)

La cromatografia de exclusion por tamafio se realizé utilizando una columna TOSOH Bioscience TSK-Gel® GW3000SWxI
en fosfato de potasio 0.2 M, pH 6.95 con cloruro de potasio 0.25 mM y IPA al 10% en un indice de fluidez de 0.5 ml/min. El
estado de agregacion del conjugado se determind por integracion de la absorbancia del area del pico eluida a 280 nm.

Cromatografia de Interaccion Hidréfoba (HIC)
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La cromatografia de interaccion hidréfoba se realizé utilizando una columna de butii NPR TOSOH TSK-Gel® con un
gradiente lineal de 0-100% de tampdn A a B durante 12 minutos en un indice de fluidez de 0.8 ml/min. Donde el tampon A
es 1.5 M de acetato de amonio pH 6.95 con fosfato de sodio 25 mM y el tampén B es fosfato de sodio 25 mM, pH 6.95 con
IPA al 25%. La relacion de farmaco de anticuerpo del conjugado se determiné por integracion de la absorbancia de area de
pico eluida a 280 nm.

Cromatografia de fase inversa (RP-PLRP)

La cromatografia de fase inversa (PLRP de los laboratorios de polimeros) se realizé utilizando una columna Agilent PLRP-S
PL1912-1502 con un gradiente del 25-95% de tampo6n A a B durante 31 minutos en un indice de fluidez de 0.25 ml/min.
Donde el tampén A es agua con 0.05% de TFA y el tamp6n B es ACN con 0.04% de TFA. Las muestras se redujeron antes
de la inyeccién con borato de sodio 20 mM pH 8.4 que contenia DTT 50 mM a 37° durante 15 minutos. La relacién de
farmaco de anticuerpo del conjugado se determiné por integracion de la absorbancia de area de pico eluida a 280 nm.

Relacion de farmaco a anticuerpo por analisis UV

Para el andlisis UV, la muestra se afiadié a una cubeta de cuarzo de 400 ul con una longitud de trayectoria de 1 cm vy la
absorbancia a 252 nm y 280 nm medida en un espectrofotometro GO multiskan Thermo Scientific. Los datos de 252 nm y
280 nm se usaron para calcular la relacién de anticuerpos de farmacos basandose en los coeficientes de extincion molar
publicados para Herceptina y DM1 en estas longitudes de onda.

Ejemplo 1 - Deteccién de conjugado de farmaco de anticuerpo en fase sélida

Este ejemplo demuestra que los anticuerpos inmovilizados pueden conjugarse con una carga de farmaco definida con un
proceso genérico que niega la necesidad de un desarrollo de proceso. Este enfoque es adecuado para adaptarse al cribado
de alto rendimiento de placas de 96 pozos.

Herceptina (0.5 de 1 mg/ml en PBS, pH 7.4) se uni6 a 100 pl (volumen de resina sedimentada) de resina F1P HF
FAbsorbent™ equilibrada en PBS mezclando la suspension de resina y la solucién de anticuerpo suavemente durante 60
minutos. La Herceptina no unida se elimind lavando la resina con PBS, EDTA 2 mM y la resina finalmente se resuspendié en
0.5 ml de PBS/EDTA.

La Herceptina (Her) unida se redujo mediante la adicion de hidrocloruro de tris-(2-carboxietil) fosfina a una concentracion
final de 2 mM y luego se incubd la suspension a temperatura ambiente durante 18 horas. La resina se lavé con PBS/EDTA
para eliminar la TCEP sin reaccionar y luego se volvio a suspender en 475 yl de PBS/EDTA.

Se afiadieron veMMAE (vcE), N-etil maleimida (NEM) y dimetilacetamida (DMA) para conseguir las concentraciones finales
de maleimida 1 mM (vcE total y NEM) y DMA al 5% v/v. La relacion de vcE a NEM vari6é 100:0, 75:25, 50:50, 25:75 y 0:100.
El anticuerpo reducido se conjugé incubando la suspension de resina a temperatura ambiente durante 60 minutos. La resina
se lavd secuencialmente con PBS/EDTA/DMA al 5% v/v y glicina 0.1 M pH 5.0.

Los conjugados se eluyeron con glicina 0.1 M pH 3.0. Los conjugados eluidos se recogieron en 2% v/v de tris(hidroximetil)
aminoetano (TRIS) 1 M para neutralizarlos.

Los conjugados neutralizados fueron analizados por Cromatografia de Exclusion de Tamafio y Cromatografia de fase
inversa (Polymer Labs, PLRP) Cromatografia para determinar el porcentaje agregado y la carga promedio de farmacos.

Los resultados se resumen en la Tabla 1 a continuacion:

Masa de Unién Her (mg/ml de Relacion de vcE:NEM % Agregado Relacién de Farmaco a
resina) Anticuerpo (DAR)
10 100:0 9.72 7.9
10 75:25 4.69 5.7
10 50:50 3.08 4.4
10 25:75 0.80 2.8
10 0:100 0.42 0.0

El contenido agregado incluso de los conjugados mas altos cargados con farmaco es aceptable para una evaluacién
adicional en ensayos de union a antigeno y basados en células. Los lavados secuenciales con PBS/ETDA/5% v/v DMA y
luego glicina 0.1 M de pH 5.0 aseguran que los conjugados finales estan libres de enlazador de farmaco sin reaccionar,
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NEM y solvente y no comprometen la interpretacion de los datos del bioensayo. Con la resina F1P HF FAbsorbent™, este
enfoque es util para seleccionar paneles de monoclonales murinos como parte de la seleccién de clones para el posterior
desarrollo de conjugacion de farmacos con anticuerpos, para producir ADC directamente a partir de sobrenadantes de
cultivos tisulares que contienen fragmentos intactos y fragmentos Fab.

Ejemplo 2 - Reduccién de TCEP parcial en fase sdlida en modo de lotes

Este ejemplo muestra que los anticuerpos inmovilizados pueden conjugarse con una carga de farmaco definida por
reduccion parcial de los enlaces disulfuro intercatenarios seguido de la conjugaciéon con vceMMAE y que la calidad del
producto aumenta con respecto a los mismos conjugados preparados en solucion.

Herceptina (0.5 ml de 2 mg/ml de PBS, pH 7.4) se unié a 100 ul (volumen de resina sedimentada) de resina F1 P HF
FAbsorbent ™ equilibrada en PBS mezclando la suspensién de resina y la solucién de anticuerpo suavemente durante 30
minutos. La Herceptina no unida se eliminé lavando la resina con PBS, EDTA 2 mM y la resina finalmente se resuspendié en
0.5 ml de PBS/EDTA.

La Herceptina unida se redujo mediante la adicion de hidrocloruro de tris-(2-carboxietil)fosfina a una relaciéon de 1 a 4 moles
de TCEP por mol de Herceptina y luego incubando la suspension a temperatura ambiente durante 2 horas.

Se afadieron veMMAE y dimetilacetamida (DMA) para conseguir 2.5 a 10 moles de veMMAE por mol de Herceptina y 5%
v/v de DMA y la conjugacion se dej6 avanzar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié N-acetil cisteina (NAC)
para inactivar veMMAE sin reaccionar y se dej6 reaccionar durante 20 minutos antes de lavar la resina secuencialmente con
PBS/EDTA/DMA al 5% v/v y glicina 0.1 M pH 5.0.

Los conjugados se eluyeron con glicina 0.1 M pH 3.0. Los conjugados eluidos se recogieron en 2% v/v de tris (hidroximetil)
aminoetano (TRIS) 1 M para neutralizarlos.

Se produjo y analizé una serie equivalente de conjugados en fase de solucion de Herceptina con veMMAE con DAR
apareado para proporcionar una comparacion de la calidad del conjugado en fase sélida y en fase de solucion.

Los conjugados eluidos fueron luego analizados por Cromatografia de interaccion hidréfoba (Figura 1) y Cromatografia de
exclusion de tamafio (Figura 2) para determinar el porcentaje de agregado y la carga promedio de farmaco.

Los resultados se resumen en la Tabla 2 a continuacion:

DAR % de Agregado de Solucién | % de Agregado de Sélido
0 (Herceptina) 0.2

1.3 0.4 0.3

2.4 0.7 0.3

3.4 1.1 0.3

4.4 15 0.3

Los datos muestran que en los soportes sélidos la relacion entre TCEP a la proporcion de anticuerpos y la carga final del
farmaco es lineal. Ademas, cuando se compara con un conjugado equivalente hecho en solucién, los conjugados en fase
sélida muestran una menor agregacion porcentual.

Ejemplo 3 - Reduccién de TCEP parcial en fase sélida en columna

Este ejemplo muestra que la conjugacion de anticuerpos inmovilizados se puede adaptar a un proceso de flujo
cromatografico con excelente reproducibilidad.

Herceptina (5 ml de 2 mg/ml de PBS, pH 7.4) se uni6 a una columna de 1 ml de Resina F1P HF FAbsorbent™ (previamente
equilibrada en PBS) cargando a 120 cm/h. La Herceptina unida se preparé para la reduccion equilibrando la resina con PBS,
EDTA 2 mM.

Se us6 una bomba microperistaltica para crear un circuito de recirculacién de PBS/EDTA de pequefio volumen a través de la

columna (aproximadamente 200 pL externa a la columna) a la que se afiadi6 TCEP para dar una relacion molar de 2 TCEP
por mol de Herceptina. Esto permitié recircular durante 120 minutos a temperatura ambiente para reducir la Herceptina.
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Los contenidos del depésito y la columna se lavaron para eliminarlos y se sustituyeron por PBS/EDTA/5% viv DMA a los que
se afladi6 vcMMAE para dar una relacion molar de 5 veMMAE por mol de Herceptina reducida. Esto se dejo recircular
durante 60 minutos a temperatura ambiente para conjugar la Herceptina reducida.

Se afiadié N-acetil cisteina (NAC) para inactivar vcMMAE sin reaccionar y se dejo reaccionar durante 20 minutos antes de
lavar la resina secuencialmente con PBS/EDTA/DMA al 5% v/v y glicina 0.1 M pH 5.0.

Los conjugados se eluyeron con glicina 0.1 M, pH 3.0. Los conjugados eluidos se recogieron en 2% v/v de
tris(hidroximetil)aminoetano (TRIS) 1 M para neutralizarlos.

El proceso se repitié en un segundo experimento independiente utilizando una segunda columna/operador.

Los conjugados eluidos fueron luego analizados por Cromatografia de interaccion hidréfoba (Figura 3) y Cromatografia de
exclusion de tamafio (Figura 4) para determinar el porcentaje de agregado y la carga promedio de farmaco.

Los resultados se resumen en la Tabla 3 a continuacion:

Método de Preparacién DAR % Agregado
Herceptina 0 0.2
Fase de Solucion 2.4 0.6
Columna A 2.4 0.3
Columna B 2.4 0.3

Los datos muestran que cuando se adapta a un modo de flujo cromatogréfico, la conjugacion de veMMAE a Herceptina es
consistente con respecto a la carga de farmaco promedio y la generacion de agregado. El DAR logrado en el modo por lotes
y el modo cromatogréfico es el mismo cuando se corresponde la relacién TCEP con el anticuerpo.

Ejemplo 4 - Conjugacion de Herceptina en fase sélida con DM1 en modo de lotes a través de activacion SMCC de cadenas
laterales de lisina.

Este ejemplo muestra que los anticuerpos inmovilizados pueden conjugarse en la cadena lateral de lisina mediante la
modificacién con SMCC seguida de la conjugacion con DM1 y que la calidad del producto aumenta con respecto a los
mismos conjugados preparados en solucién.

Herceptina (0.5 ml de 4 mg/ml de PBS, pH 7.4) se uni6 a 100 ul (volumen de resina sedimentada) de resina F1P HF
FAbsorbent™ equilibrada en PBS mezclando la suspension de resina y la solucién de anticuerpo suavemente durante 30
minutos. La Herceptina no unida se elimind lavando la resina con PBS seguido de “tampé6n de modificacion” (NaPi 50 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 2 mM pH 6.7) y la resina finalmente se resuspendié en tampén de modificacion que contenia DMA al
5% viv.

La Herceptina unida se modifico afiadiendo succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexil-1-carboxilato (SMCC) a una relacion
de 5 a 20 moles de SMCC por mol de Herceptina y luego incubando la suspensién a temperatura ambiente durante 4 horas.
El SMCC sin reaccionar se eliminé lavando la resina con PBS/DMA al 5% v/v seguido de “tampdn de conjugacion” (citrato
sédico 35 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM pH 5.0) y la resina finalmente se resuspendié en tampén de conjugacién que
contenia 3% v/iv DMA.

Se afiadi6 DM1 para lograr 15 moles de DM1 por mol de Herceptina y la conjugacion se dejo avanzar durante 18 horas a
temperatura ambiente. La resina se lavé luego secuencialmente con PBS/EDTA/DMA al 5% v/v y glicina 0.1 M, pH 5.0.

Los conjugados se eluyeron con glicina 0.1 M pH 3.0. Los conjugados eluidos se recogieron en 2% v/v de
tris(hidroximetil)Jaminoetano (TRIS) 1 M para neutralizarlos.

Un conjugado de fase de solucion equivalente de Herceptina con DM1 con DAR apareado se produjo haciendo reaccionar
Herceptina con 7.6 moles de SMCC seguido de 5 moles de DM1 por mol de Herceptina y se analizé para proporcionar una
comparacion de la calidad del conjugado en fase sélida y en fase solucion. La concentracion de Herceptina durante la
modificacién y las reacciones de conjugacion fue de 10 y 5 mg/ml, respectivamente.

Los conjugados eluidos se analizaron luego mediante Cromatografia de exclusiéon por tamafio y UV para determinar el
porcentaje de agregado y la carga promedio de farmaco.

Los resultados se resumen en la Tabla 4 a continuacion:
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Método de Produccién [Herceptina] durante DAR % Agregado
conjugacién mg/ml
Solucién 5 3.6 3.2
1.7 1.8
. 2.6 2.8
Fase Soélida 20 35 3.0
4.8 3.5

Los datos muestran que en los soportes sélidos es posible la conjugacién de la cadena lateral de lisina y que la relacién
entre la relacion SMCC a anticuerpo y la carga final del farmaco es lineal.

Ademas, cuando se compara con un conjugado equivalente hecho en solucidn, los conjugados en fase sélida muestran un

porcentaje de agregacion equivalente a pesar de un aumento de cuatro veces en la concentracién de proteina durante la
reaccion de conjugacion.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para sintetizar un conjugado de biomolécula-farmaco, comprendiendo el método:

(i) poner en contacto una biomolécula con resina F1P HF FAbsorbent, resina A1P MAbsorbent o resina A2P MAbsorbent o
una resina de captura que comprende una fraccién de captura para la biomolécula, en el que la fraccién de captura es:

un andamio de ligando ramificado de féormula:

en el que R! y R? son iguales o diferentes y son cada uno de los ligandos alquilo o arilo opcionalmente sustituidos, y R® es
un soporte sélido opcionalmente unido por un motivo separador;

(]

un andamio de triacilo ramificado de férmula:

Y

en el que Q representa el punto de unién a una matriz de soporte soélido, opcionalmente con un motivo separador y los
Grupos Ay B son grupos fenilo o naftilo sustituidos con uno o més sustituyentes capaces de formar puentes de hidrégeno,
preferiblemente uno o mas de -OH, -SH o0- CO2H;

en condiciones adecuadas para inmovilizar la biomolécula y, por lo tanto, proporcionar una biomolécula inmovilizada; en
donde la biomolécula es un anticuerpo, anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo;

(i) opcionalmente poner en contacto la biomolécula inmovilizada con un agente de modificacion quimica o un agente
activador para proporcionar una biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente;

(iii) poner en contacto la biomolécula inmovilizada o la biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente con un
componente de farmaco para formar un conjugado de biomolécula-farmaco inmovilizado;

(iv) liberar el conjugado biomolécula-farmaco de la resina de captura.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa (i) comprende incubar la biomolécula con la resina de captura;
opcionalmente, en el que la incubacion se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 10 a aproximadamente
40°C, opcionalmente de aproximadamente 15 a aproximadamente 37°C; y/o en el que la incubacion se lleva a cabo durante
un periodo de tiempo de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 18 horas; y/o en el que la incubacion se lleva a
cabo en una solucién tampon, opcionalmente solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y/o; en el que la incubacion se
lleva a cabo a un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 8.
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3. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que después de la etapa (i) la biomolécula inmovilizada se lava
para eliminar cualquier biomolécula que no se haya inmovilizado en la resina de captura.

4. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que la etapa (ii) implica reducir la biomolécula; opcionalmente, en
el que la biomolécula se reduce al ponerla en contacto con un agente reductor tal como tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP),
ditiotreitol (DTT), merceptoetilamina u otro reductor adecuado.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la etapa (ii) implica hacer reaccionar la biomolécula con una
fraccion entrecruzada, opcionalmente en donde la fraccién entrecruzada es succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato (SMCC).

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 5, etapa (ii) se lleva a cabo en una solucién tampén tal como solucién
salina tamponada con fosfato (PBS); y/o en el que la etapa (ii) se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 7 a
aproximadamente 8; y/o en el que la etapa (ii) se lleva a cabo en presencia de un agente quelante, tal como EDTA, y/o en el
que la etapa (ii) implica incubar la biomolécula con el agente reductor durante un periodo de tiempo de aproximadamente 6
horas a aproximadamente 18 horas.

7. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que después de la etapa (i), la biomolécula inmovilizada,
activada, se lava para eliminar cualquier agente de modificacion/activacion.

8. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que la etapa (iii) implica poner en contacto la biomolécula
inmovilizada modificada o activada quimicamente con un componente de farmaco en una solucién tampon; y/o en el que la
etapa (iii) implica poner en contacto la biomolécula inmovilizada modificada o activada quimicamente con un componente de
farmaco a un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 8, preferiblemente aproximadamente 7.4; y/o en el que la
etapa (iii) se lleva a cabo en presencia de un agente quelante, tal como EDTA, y/o en el que la etapa (iii) implica incubar la
biomolécula inmovilizada, modificada o activada quimicamente, con el componente del farmaco durante un periodo de
tiempo de aproximadamente 6 horas a aproximadamente 18 horas.

9. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que después de la etapa (iii) el conjugado de biomolécula-
farmaco inmovilizado se lava para eliminar cualquier componente de farmaco que no haya reaccionado.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa (iv) implica alterar el pH para romper la
union soporte-biomolécula; opcionalmente, en donde el pH disminuye a menos de aproximadamente pH 5, opcionalmente
alrededor de pH 3; y opcionalmente adicional en el que el conjugado de biomolécula-farmaco eluido se neutraliza después
de la etapa de liberar el conjugado de la resina de captura, opcionalmente el conjugado se captura en 2% v/v de
tris(hidroximetil)aminoetano (TRIS) 1M.

11. Una mezcla que comprende:

i) una resina de captura sobre la que se inmoviliza un anticuerpo, anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo en el que
la resina de captura es la resina F1P HF FAbsorbent, resina A1P MAbsorbent o resina A2P MAbsorbent o una resina de
captura que comprende una fraccion de captura para la biomolécula, en el que la fraccion de captura es:

un andamio de ligando ramificado de la formula:

Ne _N_ _N
i Y \”/ \‘R?
NQ%{/,M

R:E

enelqueR'y R? son iguales o diferentes y son cada uno de los ligandos alquilo o arilo opcionalmente sustituidos, y R® es
un soporte sélido opcionalmente unido por un motivo separador;

(o]
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un andamio de triacilo ramificado de formula:

N\f
Q

en el que Q representa el punto de unién a una matriz de soporte soélido, opcionalmente con un motivo separador y los
Grupos Ay B son grupos fenilo o naftilo sustituidos con uno o més sustituyentes capaces de formar puentes de hidrégeno,
preferiblemente uno o més de -OH, -SH o- CO2H;

y
(i) un agente de reduccién o una fraccion de entrecruzamiento.
12. La mezcla de la reivindicacion 11, en la que el agente reductor se selecciona del grupo que consiste en: tris(2-

carboxietil)fosfina (TCEP), ditiotreitol (DTT) y merceptoetilamina; y/o en donde la fraccion entrecruzada es succinimidil 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC).

13. La mezcla de la reivindicacion 11 o la reivindicacion 12, en la que la resina de captura incluye un anticuerpo
inmovilizado, un anticuerpo modificado o un fragmento de anticuerpo en su superficie.

14. Un uso de una resina de captura en la que la resina de captura es resina F1P HF FAbsorbent, resina A1P MAbsorbent o
resina MAbsorbent A2P o una resina de captura que comprende una fraccidon de captura para la biomolécula, en el que la

fraccion de captura es:

un andamio de ligando ramificado de féormula:

Ne n_ N
. // \\r{/ \I]‘,/ \\ R2
N:\\%‘/N
;:{3
en el que R! y R? son iguales o diferentes y son cada uno de los ligandos alquilo o arilo opcionalmente sustituidos, y R® es
un soporte sélido opcionalmente unido por un motivo separador;

(o]

un andamio de triacilo ramificado de formula:
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A B

N
A

Y

en el que Q representa el punto de unién a una matriz de soporte sélido, opcionalmente con un motivo separador y los
Grupos A 'y B son grupos fenilo o naftilo sustituidos con uno o mas sustituyentes capaces de formar puentes de hidrégeno,

5 preferiblemente uno o méas de -OH, -SH o- CO2H en la sintesis de un conjugado de biomolécula-farmaco, en el que la
biomolécula es un anticuerpo, un anticuerpo modificado o un fragmento de anticuerpo.

N N

15. El método, mezcla o uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ligando de la resina de captura
tiene una estructura:

10
OH
NH
,gd)\ HO
CONHNH "nJ\N
H
' HM
k\ H N—
H 2 H
CONHNH \rﬁ E_N \ /N OH
—(
SH HM
0

16. ElI método, mezcla o uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la biomolécula es un anticuerpo,

opcionalmente en la que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal y/o en el que el anticuerpo es trastuzumab.
15

17. El método, mezcla o uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el farmaco es un inhibidor de

tubulina o un agente de interaccion de ADN; opcionalmente, en donde el inhibidor de tubulina se selecciona del grupo que

consiste en: (a) una auristatina; y (b) un derivado de maitansina; opcionalmente, en donde el agente de interaccién de ADN

se selecciona del grupo que consiste de: (a) caliqueamicinas, (b) duocarmicinas y (c) pirrolobenzodiazepinas (PBD).
20
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'DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,80 (ENE13\30HIC006.D)
'DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,80 (ENE13\30HIC003.D)
'DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,80 (ENE13\30HIC004.D)
'DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,80 (ENE13\30HIC005.D)
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Cromatogramas actuales

Norm. 1

1200 —
1000 —
800 -
600 -
400 -

200 1

DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,8C (ENE13\31SECB03.D)
DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,8¢ (ENE13\31SECB04.D)
DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,8( (ENE13\31SECB02.D)
DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,8C (ENE13\31SECB05.D)
DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,8( (ENE13\31SECB06.D)
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FIG. 2

34

5 min



ES 2658420 T3

DAD1 B, Sig=280,16 Ref=440,80 (MAR13\22HIC000002.D)
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DAD1 A, Sig=280,16 Ref=440,80 (MAR13\22SEC002.D)
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