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DESCRIPCION
Anticuerpos que se unen especificamente al receptor EphA2.

La presente invencion se refiere a un anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este que se une especificamente
a un receptor EphA2.

Se refiere, ademas, a un conjugado que comprende un agente citotéxico que se une covalentemente al anticuerpo y
un método para preparar dicho conjugado.

Antecedentes de la invencién

El cancer es una enfermedad caracterizada por la proliferacién descontrolada, que resulta de una transduccién de
sefal aberrante. Las formas mas peligrosas de cancer son células malignas que tienen la capacidad de propagarse,
ya sea por crecimiento directo en tejido adyacente a través de la invasion, o por implantacion en sitios distantes
mediante metastasis. Las células metastasicas han adquirido la capacidad de desprenderse del tumor primario,
trasladarse a sitios distantes a través del torrente circulatorio o sistema linfatico, y colonizar microentornos distantes
y extranos.

Ahora esta claro que las moléculas Eph participan en estados de enfermedad como el cancer. Los receptores Eph
son una familia Unica de tirosina cinasas receptoras (RTK, por sus siglas en inglés), la mas grande en el genoma,
que consiste en catorce receptores, divididos en dos grupos A y B, que interactian con ocho ligandos Ephrin unidos
a la membrana (Pasquale, E. B. et al., 2005, Nature Reviews Mol. Cell Biol., 6: 462-475). La unién de los receptores
Eph a sus ligandos induce la aglomeracion del receptor, la activacion de la actividad de cinasa y la posterior
transfosforilacién de los dominios citoplasmaticos en residuos tirosina, que crean sitios de acoplamiento para varias
proteinas de sefializacion (Kullander, K. and Klein, R., 2002, Nature Reviews Mol. Cell Biol., 3: 475-486; Noren, N. K.
and Pasquale, E. B., 2004, Cell signal., 16: 655-666).

Se ha informado sobre la sobreexpresion del receptor EphA2 en canceres de ovario, mama, préstata, pulmén, colon,
esofago, célula renal, cuello uterino y melanoma. Se ha sugerido que EphA2 es un regulador positivo del crecimiento
celular y la supervivencia en células malignas (Landen, C. N. et al., 2005, Expert. Opin. Ther. Targets, 9 (6): 1179-
1187). También se ha descrito un papel para EphA2 en el cancer, dado que la sobreexpresién de EphA2 sola es
suficiente para transformar las células epiteliales mamarias en un fenotipo maligno (Zelinski et al., 2001, Cancer
Res., 61: 2301-2306) y aumenta la metastasis esponténea hacia sitios distantes (Landen, C. N. et al., 2005, Expert.
Opin. Ther. Targets, 9 (6): 1179-1187). Ademas, hay cada vez mas pruebas que sugieren que EphA2 participa en la
angiogénesis tumoral (Ogawa et al., 2000, Oncogene, 19: 6043-6052; Cheng et al. 2002, Mol. Cancer Res., 1: 2-11;
Cheng et al., 2003, Neoplasia, 5 (5): 445-456; Dobrzanski et al., 2004, Cancer Res., 64: 910-919).

Se ha demostrado que la fosforilacién de EphA2 esta vinculada con su abundancia. El EphA2 fosforilado en tirosina
se internaliza rgpidamente y queda destinado a la degradacién, mientras que el EphA2 no fosforilado demuestra
recambio reducido y, por lo tanto, se acumula en la superficie celular. Actualmente se cree que este tipo de modelo
podria contribuir a una mayor frecuencia de sobreexpresion de EphA2 en el cancer (Landen, C. N. et al., 2005,
Expert. Opin. Ther. Targets, 9 (6): 1179-1187). Sin embargo, la realidad puede ser mas compleja, dado que datos
recientes parecen indicar un papel para las funciones dependientes e independientes de EphA2 en la progresion
tumoral (Fang W. B., 2005, Oncogene, 24: 7859-7868).

Se han desarrollado anticuerpos agonistas que promueven la fosforilacion en tirosina e internalizacion de EphA2,
que resulta, en Ultima instancia, en la inhibicién del crecimiento de las células tumorales (Dodge-Zantek et al., 1999,
Cell Growth & Differ., 10: 629-638; WO 01/12172, WO 03/094859, WO 2004/014292, WO 2004/101764, WO
2006/023403, WO 2006/047637, WO 2007/030642).

La solicitud WO 2006/084226 describe anticuerpos que no aumentan ni disminuyen la actividad de EphA2 cinasa,
pero que son capaces de impedir la proliferacién de las células tumorales. Sin embargo, no hay indicacién en ella de
que estos anticuerpos previenen la union de EphrinA1 al receptor e inhiben la fosforilacién de EphA2 inducida por
EphrinA1. Se ha propuesto el uso de anticuerpos antagonistas en WO 2004/092343, pero no se ha descrito ningn
anticuerpo propiamente dicho en ella. Se han descrito anticuerpos que reconocen EphA2 que son verdaderos
antagonistas en WO 2008/010101, asi como variantes humanizadas y conjugados de estos. Estos anticuerpos y
derivados de estos inhiben el crecimiento de células tumorales dependiente de EphA2 cinasa.

Sin embargo, todavia existe la necesidad de medicamentos nuevos y eficaces que se puedan usar en el tratamiento
del cancer.

Compendio de la invencion

Un objeto de la invencién es proporcionar nuevos agentes que se unen especificamente a miembros de la familia del

receptor Eph de clase A, tales como EphA2, e inhiben la actividad celular del receptor al antagonizar al receptor. Por

lo tanto, la presente memoria descriptiva incluye anticuerpos o fragmentos de estos que reconocen el receptor
2
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EphA2, preferiblemente humano y funcionan como antagonistas de dicho receptor. Estos anticuerpos carecen de
toda actividad agonista. La invencion es como se define en las reivindicaciones.

El anticuerpo o un fragmento de union a epitopo de este de la presente memoria descriptiva comprende al menos
una cadena pesada y al menos una cadena ligera, dicha cadena pesada comprende tres regiones de determinacion
de la complementariedad secuenciales que tienen secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NOS:
1, 2 y 3, y dicha cadena ligera comprende tres regiones de determinacion de la complementariedad secuenciales
que tienen las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NOS: 4, 5y 6. En una realizacién preferida,
dicho anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este estd humanizado o acondicionado.

La invencion se refiere, en particular, a un anticuerpo o un fragmento de unién a epitopo de este que se une
especificamente a un receptor EphA2 y comprende al menos una cadena pesada y al menos una ligera, en donde
dicha cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 12, y en donde
dicha cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 14.

En una realizacién adicional, la cadena pesada de dicho anticuerpo tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 18, y la cadena ligera de dicho anticuerpo tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16.

Segun se describe en la presente memoria, el dicho anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este se conjuga
con un agente citotéxico. Por lo tanto, un aspecto de la presente memoria descriptiva es describir un conjugado de
un anticuerpo de la presente invencion o un fragmento de uni6n a epitopo de este, en donde dicho conjugado
comprende un agente citotéxico unido que se elige entre:

el compuesto de formula (XI11):

CH, 0
H’\,f \/h(
0

(X111

el compuesto de formula (XIV):
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(XIV)

el compuesto de formula (XXIV):

(XXIV)

el compuesto de formula (XXV):

(XXV)

el compuesto de formula (XXVI):
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(XXVI)

y

el compuesto de formula (XXVII):

(XXVII)

En un aspecto preferido, el conjugado comprende el compuesto de formula (XIIl) como el agente citotéxico. En una
realizacién, la cantidad de moléculas de maitansinoide unidas por molécula de anticuerpo (DAR) en dicho conjugado
comprende entre 4 y 7 moléculas de maitansinoide/molécula de anticuerpo, dicha DAR se determina al medir por via
espectrofotométrica la relacion de la absorbancia a 252 nmy 280 nm.

En otro aspecto, se proporciona un método para preparar un conjugado que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una disolucién acuosa, opcionalmente tamponada, de un agente de unién a célula con una
disolucién de un compuesto citotoxico;

(i) después, separar opcionalmente el conjugado que se formd en (i) de los reactivos que no hicieron reaccion y
cualquier aglomerado que pueda estar presente en la disolucion;

en donde el agente de union a célula es un anticuerpo segun las reivindicaciones 1-3, y un agente citotoxico elegido
entre:
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el compuesto de formula (XVII):

(XVII)

en donde Y es N-succinimidiloxi, N-sulfosuccinimidiloxi, N-ftalimidiloxi, N-sulfoftalimidiloxi, 2-nitrofeniloxi, 4-
nitrofeniloxi, 2,4-dinitrofeniloxi, 3-sulfonil-4-nitrofeniloxi, 3-carboxi-4-nitrofeniloxi, imidazolilo o atomo de halégeno; y

el compuesto de formula (XVIII):

O
Q
S
N/\/IL
\ ‘(& oty
0 @] @]

(XVIIN)

en donde Y es N-succinimidiloxi, N-sulfosuccinimidiloxi, N-ftalimidiloxi, N-sulfoftalimidiloxi, 2-nitrofeniloxi, 4-
nitrofeniloxi, 2,4-dinitrofeniloxi, 3-sulfonil-4-nitrofeniloxi, 3-carboxi-4-nitrofeniloxi, imidazolilo o &tomo de halégeno.

Los conjugados que se pueden obtener mediante dicho método estan comprendidos dentro del alcance de la
presente memoria descriptiva. En particular, dicho conjugado tiene una estructura elegida entre las estructuras de la
féormula (XV):
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(XVI)

en donde Ab es un anticuerpo segun la presente invencion y n es un nimero entero comprendido entre 1y 15. En
una realizacion preferida, n estd comprendido entre 4 y 7. En otra realizacién preferida, el conjugado de la invencion
tiene la estructura de la férmula (XV).

La afinidad del anticuerpo de la invencion o fragmento de unidn a epitopo de este por el antigeno no se ve afectada
por el proceso de conjugacién; por otro lado, la conjugacion de un agente citotdxico con los anticuerpos de la técnica
anterior resulta en una afinidad menor por EphA2. El dicho anticuerpo o fragmento de unioén a epitopo de este de la
presente invencién, cuando se conjuga con un agente citotdoxico, muestra mas potencia y es mas selectivo al destruir
células tumorales que expresan EphA2 que los conjugados de la técnica anterior. Ademas, los conjugados de la
presente invencion exhiben propiedades farmacocinéticas ventajosas con respecto a los conjugados de la técnica
anterior, tal como un aclaramiento mas lento, una mejor exposicion y una estabilidad aumentada del conjugado in
vivo. Duchas propiedades serian particularmente Utiles, junto con la elevada eficacia citotoxica y selectividad, para
desarrollar un medicamento que es a la vez seguro y eficaz.

Por lo tanto, la invencion abarca una composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo de la invencion o
fragmento de unién a epitopo de este, o un conjugado de este, y un portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable. Los anticuerpos de la invenciéon o fragmentos de union a epitopo de estos, o conjugados de estos, se
pueden usar como un medicamento. En particular, se pueden usar para producir un medicamento para tratar el
cancer. En una realizacién preferida, el dicho cancer se elige entre carcinoma, incluidos los de vejiga, mama, colon,
rifidn, higado, pulmén, ovario, pancreas, estomago, cuello uterino, tiroides y piel; incluido el carcinoma de células
escamosas; tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, incluida, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfoblastica aguda, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Burkitt; tumores hematopoyéticos de
linaje mieloide, incluidas leucemias mielégenas agudas y cronicas y leucemia promielocitica; tumores de origen
mesenquimatoso, incluidos fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y osteosarcoma; otros tumores, incluidos melanoma,
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seminoma, teratocarcinoma, cancer folicular tiroideo, xerodermia pigmentosa, queratoacantoma; tumores del
sistema nervioso central y periférico, incluidos astrocitoma, neuroblastoma, glioma y schwannomas.

Leyendas de figuras

Figura 1: Secuencias de la CDR, la V4 y la VL de mu2H11R35R74, y de la V1 y la VL de hu2H11 R35R74.
Figura 2: Espectro de HRMS de hu2H11 R35R74-PEG4-NHAc-DM4 usando el método C (ejemplo 1a.1.)
Figura 3: Espectro de HRMS de hu2H11 R35R74-PEG4-Mal-DM4 usando el método C (ejemplo 1b.1.)

Figura 4: Andlisis de la cinética de la fosforilaciéon de EphA2 en células MDA-MB-231. WT: células no tratadas
naturales; MW: marcador de peso molecular; P-EphA2: Epha2 fosforilado

Figuras 5A y 5B: Inhibicion de la fosforilacion de EphA2 después de la induccion mediante EphrinA1i/Fc,
respectivamente, en células NCI-H1299 (5A) y células MDA-MB-231 (5B); WT: células no tratadas naturales; MW:
marcador de peso molecular; P-EphA2: EphA2 fosforilado.

Figura 6: Actividad citotéxica de hu2H11 R35R74-PEG4-Mal-DM4 (circulos rellenos pequefios: DAR = 6,7; circulos
rellenos grandes: DAR = 7,0) en comparacion con hu2H11-PEG4-Mal-DM4.

Figura 7: Representacion de grafico de tiempo (escala semilogaritmica) de las concentraciones en plasma medias
(n=2) de hu2H11-SPDB-DM4 después de una dosis simple por administracion intravenosa de 20 mg/kg de
inmunoconjugado en HGS a ratones CD-1 macho. Se muestran la concentracion total de IgG humana (diamantes
rellenos) y la fraccion de conjugado (cuadrados abiertos).

Figura 8: Representacion de gréafico de tiempo (escala semilogaritmica) de las concentraciones en plasma medias
(n=2) de hu2H11 R35R74-PEG4-NHAc-DM4 después de una dosis simple por administracion intravenosa de 20
mg/kg de inmunoconjugado en HGS a ratones CD-1 macho. Se muestran la concentracion total de IgG humana
(diamantes rellenos) y la fraccién de conjugado (cuadrados abiertos).

Figuras 9A y 9B: Parametros PK para hu2H11 R35R74-PEG4-NHAc-DM4 a diversos DAR, representacion de grafico
de barras de la exposicién a (AUC(0-inf); figura 9A) y aclaramiento (Cl; figura 9B) de diversos ADC como una
funcion de la DAR después de una dosis simple por administracién intravenosa de 20 mg/kg de inmunoconjugado en
HGS a ratones CD-1 macho (n=4).

Figura 10: ilustra el mapeo del epitopo de EphA2 para Fab2H11.

Figura 11: es la secuencia de EphA2 en donde los residuos en gris oscuro son parte del epitopo; los residuos en gris
claro no son visibles en las estructuras de cristal.

Figura 12 A: representa la estructura general del complejo y la figura 12B es una ampliacién de la parte con las dos
mutaciones de Fab.

Figura 13: es una representacion de la estructura del paratopo.

Figura 14: Espectro de HRMS de hu2H11R35R74-PEG4-NMeAc-DM4.
Figura 15: Espectro de HRMS de hu2H11 R35R74-PEG8-NHAc-DM4.
Figura 16: Espectro de HRMS de hu2H11 R35R74-PEG4-Allyl-DM4.
Figura 17: Espectro de HRMS de hu2H11-PEG4-NHAc-DM4.
Descripcién detallada de la invencion

A menos que se definan de cualquier otra manera, los términos cientificos y técnicos usados en relacién con la
presente invencion tendran los significados que entienden cominmente los expertos en la técnica. Ademas, a
menos que el contexto lo requiera de cualquier otra manera, los términos en singular incluirdn plurales y los términos
en plural incluiran el singular. En general, las nomenclaturas usadas en relacién con, y las técnicas de, cultivo celular
y tisular, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética y quimica de proteinas y &cidos nucleicos e
hibridacion descritas en la presente memoria son las conocidas y usadas comunmente en la técnica. La puesta en
practica de la presente invenciébn emplea, a menos que se indique de cualquier otra manera, técnicas
convencionales de biologia molecular (incluidas técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica
e inmunologia, que estan dentro de la experiencia en la técnica. Dichas técnicas se explican exhaustivamente en la
literatura, tal como Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion (Sambrook et al, 1989);
Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984); Animal Cell Culture (R. I. Freshney, ed., 1987); Methods in
Enzymology (Academic Press, Inc.); Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel et ah, eds., 1987 y
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actualizaciones periédicas); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al, ed., 1994); A Practical Guide to
Molecular Cloning (Perbal Bernard V., 1988); Phage Display: A Laboratory Manual (Barbas et al., 2001). Las
reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion se llevan a cabo segun las especificaciones del fabricante, como
se realizan cominmente en la técnica o como se describen en la presente memoria. Las nomenclaturas usadas en
relacién con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de, quimica analitica, quimica organica sintética y
quimica medicinal y farmacéutica descritas en la presente memoria son las conocidas y usadas cominmente en la
técnica. Se usan técnicas estandares para sintesis quimicas, andlisis quimicos, preparacion, formulacién y
suministro farmacéuticos, y el tratamiento de pacientes.

Se describen en la presente memoria nuevos anticuerpos y fragmentos de estos, capaces de unirse especificamente
al receptor EphA2 y antagonizar a dicho receptor. En particular, los nuevos anticuerpos o fragmentos de la memoria
descriptiva se unen especificamente a receptores Eph en la superficie celular, pero preferiblemente desprovistos de
toda actividad agonista. Por otro lado, son capaces de inhibir las funciones celulares del receptor incluso en
presencia de sus ligandos.

Segun se usa en la presente memoria, el término “receptor EphA2” se refiere a una tirosina cinasa que pertenece a
la familia de receptores Eph (revisado en Pasquale, E. B. et al., 2005, Nature Reviews Mol. Cell Biol., 6, 462-475), y
que comprende, por ejemplo, una secuencia aminica como en los nims. de acceso a Genbank NM_004431 (EphA2
humano), NM_010139 (EphA2 murino) o NXM_345596 (EphA2 de rata). El EphA2 humano es un receptor EphA2
preferido. El término “ligando de EphA2”, segun se usa en la presente memoria, se refiere a una proteina que se une
a, y opcionalmente activa (p. ej., estimula la autofosforilacién de) un receptor EphA2. Un ligando de EphA2 preferido
en la presente memoria es “EphrinA1”, que se une al receptor EphA2 y comprende, por ejemplo, una secuencia
aminica como en el acceso a Genbank NM_004428 (EphrinA1 humana).

El término “antagonista”, segin se usa en la presente memoria, se refiere a una molécula que es capaz de inhibir
una o mas de las actividades bioldgicas de una molécula diana, tal como un receptor EphA2. Los antagonistas
pueden actuar al interferir en la unién de un receptor a un ligando y vice versa, al disminuir la fosforilacion de EphA2
que podria inducirse mediante un ligando y/o al inhibir las vias intracelulares que se inducen mediante la union de
dicho ligando, y/o al inhibir la homo/hetero-oligomerizacion de receptores EphA. El antagonista puede bloquear
completamente las interacciones receptor-ligando o puede reducir sustancialmente dichas interacciones. Todos
estos puntos de intervencion mediante un antagonista se consideraran equivalentes a los fines de la presente
invencion. Por lo tanto, se incluyen dentro del alcance de la memoria descriptiva los antagonistas (p. ej., anticuerpos
neutralizantes) que se unen al receptor EphA2, al ligando de EphA2 o a un complejo de un receptor EphA2 y un
ligando de EphA2; variantes o derivados de secuencia de aminoacidos de un receptor EphA2 o ligando de EphA2
que antagonizan la interaccion entre un receptor EphA2 y un ligando de EphA2; receptor EphA2 soluble o ligando de
EphA2 soluble, opcionalmente fusionado con una molécula heterdloga tal como una regién de inmunoglobulina (p.
€j., una inmunoadhesina); un complejo que comprende un receptor EphA2 en asociacion con un ligando de EphA2;
péptidos de secuencia sintéticos o naturales que se unen a un receptor EphA2 o un ligando de EphA2. En un
aspecto preferido, el antagonista es un anticuerpo.

El término “agonista”, segun se usa en la presente memoria, se refiere cualquier compuesto, incluida una proteina,
un polipéptido, un péptido, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una molécula grande, una molécula pequefa,
capaz de activar una o mas de las actividades biolégicas de la molécula diana. Los agonistas de EphA2 actian al
estimular la fosforilacién de la proteina, desencadenado, de esta manera, la degradacion de dicha proteina.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente memoria descriptiva describe, entre otras caracteristicas, anticuerpos
monoclonales anti-EphA2, anticuerpos humanizados anti-EphA2 y fragmentos de los anticuerpos anti-EphA2. Cada
uno de los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de la presente invencion se disefia para reconocer y unirse
especificamente al receptor EphA2, y actia como un antagonista del receptor EphA2, inhibiendo la fosforilacién
inducida por los ligandos de EphA2.

El receptor EphA2 pertenece a la familia de receptores cuya fosforilacion de la cola citoplasmatica aumenta después
de la unién al ligando para interactuar con una variedad de proteinas adaptadoras y de sefializacion, lo que conduce
a la activacion de diferentes vias de sefalizacion celulares posteriores (Kullander, K. and Klein, R., 2002, Nature
Reviews Mol. Cell Biol., 3: 475-486; Noren, N. K. and Pasquale, E. B., 2004, Cell signal., 16: 655-666). Segun se usa
en la presente memoria, el término “sefalizacién mediada por EphA2” se refiere a todos los eventos celulares que se
producen en respuesta a la union al ligando de EphA2. Aunque los anticuerpos descritos en técnica anterior
agonizan el receptor EphA2, y, en particular, aumentan la fosforilacion en tirosina de la proteina EphA2, los
anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de la invencion carecen preferiblemente de todas dichas propiedades
agonistas. En particular, son incapaces de estimular la fosforilacion de EphA2 por si mismos. Al igual que los
anticuerpos descritos en WO 2008/010101, los anticuerpos antagonistas y fragmentos de anticuerpos de la
invencion estan desprovistos de toda actividad agonista. En una realizacion especifica, se puede usar para
promover la fosforilacién en tirosina de EphA2, a diferencia de otros anticuerpos descritos en la técnica anterior
(Dodge-Zantek et al., 1999, Cell Growth & Differ., 10: 629-638; WO 01/12172, WO 03/094859, WO 2004/014292,
WO 2004/101764, WO 2006/023403, WO 2006/047637, WO 2007/030642).

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2716812 T3

La presente memoria descriptiva describe anticuerpos anti-EphA2 antagonistas propiamente dichos. Los anticuerpos
y fragmentos de anticuerpo de la invencion tienen la capacidad de inhibir las funciones celulares del receptor EphA2,
incluso en presencia de los ligandos de dicho receptor EphA2, p. €j., EphrinA1. En una realizacion, los anticuerpos y
fragmentos de anticuerpo de la invencion pueden inhibir la unién de un ligando a un receptor EphA2. En un aspecto
preferido, la unién de EphrinA1 a EphA2 se evita mediante los anticuerpos y fragmentos de estos segln se
describen en la presente memoria. Notablemente, en otra realizacion, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de
la invencion tienen la capacidad de inhibir la fosforilacion en tirosina del receptor EphA2, incluso en presencia de
EphrinA1.

Anticuerpos

El término “anticuerpo” se usa en la presente memoria en el sentido mas amplio y abarca especificamente
anticuerpos monoclonales (incluidos anticuerpos monoclonales de longitud completa) de cualquier isotipo tal como
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos quiméricos y fragmentos
de anticuerpo. Se puede generar un anticuerpo reactivo con un antigeno especifico mediante métodos
recombinantes tales como seleccion de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en fagos o vectores similares, o al
inmunizar un animal con el antigeno o un acido nucleico que codifica el antigeno.

Un anticuerpo tipico comprende dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas que se enlazan
mediante enlaces disulfuro. Cada cadena pesada y ligera contiene una regiéon constante y una regién variable.
Segun se usa en la presente memoria, “Vy’ 0 “VH” se refiere a la region variable de una cadena pesada de
inmunoglobulina de un anticuerpo, que incluye la cadena pesada de un fragmento Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab' o
F(ab")2. Cuando se hace referencia a “V|” o “VL” se refiere a la region variable de una cadena ligera de
inmunoglobulina de un anticuerpo, que incluye la cadena ligera de un fragmento Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab' o F(ab")2.
Cada regién variable contiene tres segmentos denominados “regiones de determinacién de la complementariedad”
(“CDR?”, por sus siglas en inglés) o “regiones hipervariables”, que son principalmente responsables de unirse a un
epitopo de un antigeno. Normalmente se denominan CDR1, CDR2 y CDRS3, numeradas de manera secuencial
desde el extremo N. Las porciones méas altamente conservadas de las regiones variables se denominan “regiones
marco” (“FR”, por sus siglas en inglés). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera naturales
comprenden cada uno cuatro regiones FR, y adoptan en su mayoria una configuracion de lamina beta, conectada
mediante las tres CDR, que forman bucles que se conectan y, en algunos casos, forman parte de la estructura de
lamina beta. Las CDR en cada cadena se mantienen unidas muy estrechamente entre si mediante las regiones FR y,
con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de union a antigeno de los anticuerpos (véase
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a edicion, National Institute of Health, Bethesda, MD,
1991).

Los dominios constantes no participan directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero exhiben
diversas funciones efectoras, tales como la participacién del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC, por sus siglas en inglés), la fagocitosis a través de la unién al receptor Fcy, velocidad de
aclaramiento de semivida a través del receptor Fc neonatal (FcRn) y citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC, por sus siglas en inglés) a través del complemento C1q de la cascada de complemento.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrados se pueden asignar a
uno de dos tipos claramente distinguibles, llamados kappa (K) y lambda (A), en funciéon de las secuencias de
aminoacidos de sus dominios constantes.

Dependiendo de las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de sus cadenas pesadas, los
anticuerpos (inmunoglobulinas) se pueden asignar a diferentes clases. Existen cinco clases principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varios de estos se pueden dividir adicionalmente en subclases
(isotipos), p. €j., IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden
a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan a, 9, €, y y Y, respectivamente. Dentro de las cadenas
ligera y pesada, las regiones variables y constantes se unen mediante una regiéon “J” de aproximadamente 12 o mas
aminoacidos, con la cadena pesada que también incluye una regién “D” de aproximadamente 10 aminoacidos mas
(véase, p. €j., Fundamental Immunology Ch. 7, Paul, W., ed., 2a edicion, Raven Press, N. Y., 1989). Las estructuras
de subunidades y las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas se conocen y
describen en general en, por ejemplo, Abbas et al. (Cellular y Mol. Immunology, 4a edicién, W. B. Saunders, Co.,
2000). Un anticuerpo puede ser parte de una molécula de fusion mas grande, formada mediante asociacion
covalente o no covalente del anticuerpo con una o mas proteinas o péptidos distintos.

Un “anticuerpo policlonal” es un anticuerpo que se produjo entre o en presencia de uno o mas anticuerpos distintos
no idénticos. En general, los anticuerpos policlonales se producen a partir de linfocitos B en presencia de diversos
otros linfocitos B que producen anticuerpos no idénticos. Normalmente, los anticuerpos policlonales se obtienen
directamente de un animal inmunizado.

Un “anticuerpo monoclonal”’, segin se usa en la presente memoria, es un anticuerpo obtenido a partir de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos que forman esta poblacién son

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2716812 T3

esencialmente idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural que podrian estar presentes en
cantidades menores. Estos anticuerpos se dirigen contra un epitopo simple y, por lo tanto, son altamente especificos.

Un “anticuerpo no conjugado”, a los efectos de la presente, es un anticuerpo que no esta conjugado con un resto
citotéxico ni radioetiqueta.

Un “epitopo” es el sitio en el antigeno al que se une un anticuerpo. Puede estar formado por residuos contiguos o
por residuos no contiguos que se acercan estrechamente mediante el plegado de una proteina antigénica. Los
epitopos formados por aminoacidos contiguos tipicamente se conservan tras la exposicion a disolventes
desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados por aminoacidos no contiguos tipicamente se pierdan con
dicha exposicion.

Segun se usa en la presente memoria, el término “Kp” se refiere a la constante de disociacién de una interaccion
anticuerpo/antigeno especifica. “Afinidad de unién” generalmente se refiere a la intensidad de la suma total de
interacciones no covalente entre un sitio de union simple de una molécula {p. €j., un anticuerpo) y su pareja de union
(p- €j., un antigeno). A menos que se indique lo contrario, segun se usa en la presente memoria, “afinidad de unién”
se refiere a la afinidad de unién intrinseca que refleja una interaccion 1 : 1 entre miembros de un par de union (p. ej.,
anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su pareja Y generalmente se puede representar mediante
la Kp. La afinidad se puede medir mediante métodos comunes conocidos en la técnica, incluidos los descritos en la
presente memoria. Los anticuerpos con afinidad baja generalmente se unen al antigeno lentamente y tienden a
disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos con afinidad alta generalmente se unen al antigeno de manera
mas rapida y tienden a permanecer unidos mas tiempo. En la técnica se conoce una variedad de métodos para
medir la afinidad de unién, cualquiera de estos puede usarse a los efectos de la presente invencion.

La presente invencién procede a partir de un anticuerpo anti-EphA2 murino, en la presente memoria mu2H11
R35R74, que esta completamente caracterizado con respecto a las secuencias de aminodacidos de las cadenas
ligera y pesada, la identificacién de las CDR, la identificacion de los aminoacidos superficiales y los medios para su
expresion en forma recombinante.

El anticuerpo murino de la invencién se puede obtener, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida al sitio del
anticuerpo 53.2H11. El anticuerpo 53.2H11 se produce mediante un hibridoma depositado en virtud del Tratado de
Budapest, el 16 de junio, en la American Type Culture Collection (Coleccién estadounidense de cultivos tipo), con el
numero de acceso PTA-7662, y que se describe en la solicitud PCT WO 2008/010101. Por lo tanto, las secuencias
de aminoacidos de las cadenas ligera y pesada de 53.2H11, la identificacién de las CDR, la identificacion de los
aminoacidos superficiales, asi como las secuencias polinucleotidicas que codifican dichas cadenas ligera y pesada
se describen todas en WO 2008/010101.

Las secuencias de aminoacidos y ADN primarias de las cadenas ligera y pesada del anticuerpo mu2H11R35R74 y
de versiones humanizadas de estas se describen en la presente memoria. En un aspecto, la presente memoria
descriptiva describe anticuerpos o fragmento de unién a epitopo de estos que comprenden una o mas CDR que
tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6.

En un aspecto, los anticuerpos de la memoria descriptiva comprenden al menos una cadena pesada y al menos una
cadena ligera, y dicha cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de aminoacidos
seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1, 2 y 3, y dicha cadena ligera comprende tres CDR
secuenciales que tienen las secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS:
4,5, 6.

En una realizacion preferida, el paratopo de dichos anticuerpos monoclonales o fragmentos de unién a epitopo de
estos comprende en la cadena ligera: Arg35 del bucle L1, Tyr54, Arg58 y Asp60 de L2.

En una realizacion preferida, el paratopo de dichos anticuerpos monoclonales o fragmentos de unién a epitopo de
estos comprende la cadena pesada: Thr30, Ala31, Tyr32 y Tyr33 del bucle H1, Asn52, Tyr54, Asn55 y Phe57 de H2
y Glu99, Phe100, Tyr101, Gly102, Tyr103 y Tyr105 de H3.

Dichos anticuerpos o fragmentos de union a epitopo de estos pueden comprender mutaciones:

en la posicion: Thr H28,

en una de pocas de las siguientes posiciones en la cadena ligera: 35, 26 a 31, 34 a 37, 55, 56, 57,59y 94 a 102, y/o
en una de pocas de las siguientes posiciones en la cadena pesada: 28, 54 y 57.

En otra realizacion, los anticuerpos de la invencién se unen especificamente a un epitopo del receptor EphA2
humano que comprende los residuos Gly49, Lys50, Gly51, Asp53, Cys70, Asn71, Val72, Met73, Ser74, Gly75,
GIn77, Phe108, Pro109, Gly110, Gly111, Ser113 y Ser114 del LBD del dominio extracelular del receptor EphA2 o
una forma conservadoramente sustituida de estos. En un aspecto adicional, los anticuerpos de la memoria
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descriptiva comprenden una V4 que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO 8. En otra
realizacién preferida, los anticuerpos de la invencion comprenden una V. que tiene una secuencia de aminoacidos
que consiste en la SEQ ID NO 10.

Anticuerpo 2H11R35R74 humanizado o acondicionado

Segun se usa en la presente memoria, el término “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que
contiene una secuencia minima derivada de una inmunoglobulina no humana. Un “anticuerpo quimérico”, segun se
usa en la presente memoria, es un anticuerpo en el que la regiéon constante, o una porciéon de esta, se altera,
reemplaza o intercambia, de manera que la region variable se enlace a una regién constante de una especie
diferente, o que pertenece a otra clase o subclase de anticuerpo. “Anticuerpo quimérico” también se refiere a un
anticuerpo en el que la region variable, o una porcion de esta, se altera, reemplaza o intercambia, de manera que la
region constante se enlace a una region variable de una especie diferente, o que pertenece a otra clase o subclase
de anticuerpo.

El objetivo de la humanizacién es la reduccion de la inmunogenicidad de un anticuerpo xendgeno, tal como un
anticuerpo murino, para su introduccién en un humano, mientras se mantienen la afinidad de unién a antigeno y la
especificidad completas del anticuerpo. Los anticuerpos humanizados o anticuerpos adaptados para no ser
rechazados por otros mamiferos se pueden producir utilizando diversas tecnologias tales como rebarnizado e injerto
de CDR. Segun se usa en la presente memoria, la tecnologia de rebarnizado utiliza una combinacién de modelado
molecular, analisis estadistico y mutagénesis para alterar las superficies distintas de CDR de las regiones variables
del anticuerpo para que se parezcan a las superficies de anticuerpos conocidos del hospedante diana.

Las estrategias y métodos para rebarnizar los anticuerpos y otros métodos para reducir la inmunogenicidad de los
anticuerpos dentro de un hospedante diferente se describen en la patente estadounidense nim. 5.639.641. De
manera resumida, en un método preferido, (1) se generan alineaciones de posicion de una concentracion de
regiones variables de cadena pesada y ligera de anticuerpo para proporcionar un conjunto de posiciones expuestas
en la superficie del marco de region variable de cadena pesada y ligera en donde las alineaciones de posicion para
todas las regiones variables son al menos aproximadamente 98 % idénticas; (2) se define un conjunto de residuos
aminoacidicos expuestos en la superficie de marco de regién variable de cadena pesada y ligera para un anticuerpo
de roedor (o fragmento de este); (3) se identifica un conjunto de residuos aminoacidicos expuestos en la superficie
de marco de region variable de cadena pesada y ligera que es mas estrechamente idéntico al conjunto de residuos
aminoacidicos expuestos en la superficie del roedor; (4) el conjunto de residuos aminoacidicos expuestos en la
superficie de marco de regiéon variable de cadena pesada y ligera definido en la etapa (2) se sustituye con el
conjunto de residuos aminoacidicos expuestos en la superficie de marco de region variable de cadena pesada y
ligera identificado en la etapa (3), excepto aquellos residuos aminoacidicos que estan a 5 A de cualquier atomo de
cualquier residuo de las regiones de determinacion de la complementariedad del anticuerpo de roedor; y (5) se
produce el anticuerpo de roedor humanizado que tiene especificidad de unién.

Otro método preferido de humanizacion de anticuerpos, basado en la identificacién de residuos flexibles, se ha
descrito en la solicitud PCT WO 2009/032661. Dicho método comprende las siguientes etapas: (1) construir un
modelo de homologia del mAb genitor y ejecutar una simulacién de dindmica molecular; (2) analizar los residuos
flexibles e identificar los residuos mas flexibles de una molécula de anticuerpo no humano, asi como identificar
residuos o motivos que probablemente seran una fuente de heterogeneidad o de reaccion de degradacion; (3)
identificar un anticuerpo humano que exhibe el conjunto mas similar de areas de reconocimiento al anticuerpo
genitor; (4) determinar los residuos flexibles que se van mutar, los residuos o motivos que probablemente seran
fuente de heterogeneidad y degradacion también se mutan; y (5) verificar la presencia de epitopos de linfocitos T o
linfocitos B conocidos. Los residuos flexibles se pueden encontrar usando un célculo de dinamica molecular que usa
un modelo disolvente implicito, que explica la interaccion del disolvente de agua con los atomos de proteina durante
el periodo de tiempo de la simulacion.

Los anticuerpos se pueden humanizar mediante el uso de una variedad de técnicas distintas que incluyen injerto de
CDR (EP 0 239 400; WO 91/09967; patentes estadounidenses Nums. 5.530.101; y 5.585.089), rechapado o
rebarnizado (EP 0 592 106; EP 0 519 596; Padlan E. A., 1991, Molecular Immunology 28(4/5): 489-498; Studnicka G.
M. et al., 1994, Protein Engineering 7(6): 805-814; Roguska M.A. et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 91:969-
973) y transposiciéon de cadena (patente estadounidense N.° 5.565.332).

En ciertas realizaciones, las cadenas variables y constantes de los anticuerpos, o los fragmentos, variantes o
derivados de unién a antigeno de estos son completamente humanos. Los anticuerpos completamente humanos se
pueden producir usando técnicas que se conocen en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos completamente
humanos contra un antigeno especifico se pueden preparar al administrar el antigeno a un animal transgénico que
se ha modificado para producir dichos anticuerpos en respuesta a una exposicion antigénica, pero cuyos loci
enddgenos se han inhabilitado. Las técnicas de ejemplo que se pueden usar para producir dichos anticuerpos se
describen en las patentes estadounidenses: 6.150.584; 6.458.592; 6.420.140. Se conocen otras técnicas en la
técnica. Asimismo, los anticuerpos completamente humanos se pueden producir mediante diversas tecnologias de
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visualizacion, p. ej., visualizacion en fagos u otros sistemas de visualizacion viricos. Véanse también las patentes
estadounidenses nums. 4.444.887, 4.716.111, 5.545.806 y 5.814.318; y las publicaciones de solicitud de patente
internacionales con numero WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO
96/33735 y WO 91/10741.

La presente memoria descriptiva describe anticuerpos humanizados o fragmentos de estos, que reconocen el
receptor EphA2 y actlan como antagonistas. En una realizacion preferida, los anticuerpos humanizados o
fragmentos de unién a epitopo de estos tienen la capacidad adicional de inhibir el crecimiento de una célula
cancerosa que expresa el receptor EphA2. En una realizacién adicional, el anticuerpo humanizado o fragmento de
unién a epitopo de este tienen la capacidad adicional de inhibir la migracién de una célula cancerosa metastasica
que expresa el receptor EphA2.

Segun se describe en la presente memoria, dicho anticuerpo humanizado es un anticuerpo 2H11R35R74
humanizado o un fragmento de unién a epitopo de este.

En una realizacién, los anticuerpos humanizados de la invencién se obtienen mediante mutagénesis dirigida al sitio
de las secuencias polinucleotidicas que codifican hu53.2H11 (WO 2008/010101) denominadas en la presente
memoria hu2H11.

En realizaciones mas preferidas, se proporcionan versiones acondicionadas o humanizadas del anticuerpo
2H11R35R74 en donde los residuos expuestos en la superficie del anticuerpo o sus fragmentos se reemplazan en
ambas cadenas ligera y pesada para parecerse mas estrechamente a las superficies de anticuerpo humano
conocidas. El anticuerpo 2H11R35R74 humanizado o fragmentos de union a epitopo de este de la presente
invencion tienen propiedades mejoradas. Por ejemplo, los anticuerpos 2H11R35R74 humanizados o fragmentos de
unién a epitopo de estos reconocen especificamente el receptor EphA2. Mas preferiblemente, el anticuerpo
2H11R35R74 humanizado o fragmentos de unién a epitopo de este tienen la capacidad adicional de inhibir el
crecimiento de una célula que expresa el receptor EphA2.

Las versiones humanizadas del anticuerpo 2H11R35R74 también se caracterizan en su totalidad en la presente
memoria con respecto a sus respectivas secuencias de aminoacidos de las regiones variables de ambas cadenas
ligera y pesada, las secuencias de ADN de los genes para las regiones variables de cadena ligera y pesada, la
identificacion de las CDR, la identificacion de sus amino&cidos superficiales y la descripcion de medios para su
expresion en forma recombinante. Sin embargo, el alcance de la presente memoria descriptiva no se limita a
anticuerpos y fragmentos que comprenden estas secuencias. En cambio, todos los anticuerpos y fragmentos que se
unen especificamente al receptor EphA2 se describen en la presente memoria. Preferiblemente, los anticuerpos y
fragmentos que se unen especificamente al receptor EphA2 antagonizan la actividad biolégica del receptor. Mas
preferiblemente, dichos anticuerpos, ademds, carecen sustancialmente de actividad agonista. Por lo tanto, los
anticuerpos y fragmentos de unién a epitopo de la presente memoria descriptiva pueden diferir del anticuerpo
2H11R35R74 o los derivados humanizados de este, en las secuencias de aminoacidos de sus estructuras, CDR y/o
cadena ligera y cadena pesada, y todavia estar dentro del alcance de la presente memoria descriptiva.

Las CDR del anticuerpo 2H11R35R74 se han determinado al resolver la estructura de cristal del fragmento Fab de
2H11R35R74 formando complejo con el dominio extracelular del receptor EphA2. Se han identificado los residuos de
2H11R35R74 que interactian con el dominio extracelular de EphA2. Por consiguiente, se describen anticuerpos y
fragmentos que tienen propiedades mejoradas producidos mediante, por ejemplo, maduracién de afinidad de un
anticuerpo de la presente memoria descriptiva.

Se identificaron los genes de la linea germinal de IgVk y Jk de cadena ligera y los genes de la linea germinal de IgVh
y Jh de cadena pesada de raton de donde probablemente se derivé 53.2H11, y se describieron en WO 2008/010101.
Los numeros de acceso de dichas secuencias de linea germinal son, respectivamente, MMU231196 y AF303833.
Dichas secuencias de gen de linea germinal son Utiles para identificar mutaciones somaticas en los anticuerpos,
incluso en las CDR.

Las secuencias de las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera del anticuerpo 2H11R35R74 y las
secuencias de sus CDR no se conocian anteriormente y se describen en la presente solicitud. Dicha informacion se
puede usar para producir versiones humanizadas del anticuerpo 2H11R35R74. También se pueden obtener
anticuerpos 2H11R35R74 humanizados de la invencién mediante mutagénesis dirigida al sitio de hu2H11. Estos
anticuerpos anti-EphA2 humanizados o sus derivados también se pueden usar como el agente de unién a célula de
los conjugados de la presente memoria descriptiva.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente memoria descriptiva describe anticuerpos humanizados o fragmento de
unién a epitopo de estos que comprenden una o mas CDR que tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6. En un aspecto adicional, los anticuerpos humanizados de
la memoria descriptiva comprenden al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera, en donde dicha
cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de aminoacidos representadas por las
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SEQ ID NOS: 1, 2y 3, y en donde dicha cadena ligera comprende tres CDR secuenciales que tienen las secuencias
de aminoécidos representadas por las SEQ ID NOS: 4, 5y 6.

En un aspecto, la presente memoria descriptiva describe un anticuerpo 2H11R35R74 humanizado o fragmentos de
este que comprenden una Vu que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO. 12. En otro
aspecto, la presente memoria descriptiva describe un anticuerpo 2H11R35R74 humanizado o fragmentos de este
que comprenden una Vi que tiene una secuencia de aminodacidos que consiste en la SEQ ID NO 14.

En un aspecto preferido, se describe un anticuerpo 2H11R35R74 humanizado, que comprende al menos una
cadena pesada y al menos una cadena ligera, en donde dicha cadena pesada comprende tres CDR secuenciales
que tienen secuencias de aminodcidos representadas por las SEQ ID NOS: 1, 2 y 3, en donde dicha cadena ligera
comprende tres CDR secuenciales que tienen las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NOS: 4,
5y 6, en donde dicha cadena pesada tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO. 12,y en
donde dicha cadena ligera tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO. 14.

Polinucleotidos, vectores y células hospedantes.

Se describen acidos nucleicos que codifican anticuerpos anti-EphA2 de la invencién. En un aspecto, la molécula de
acido nucleico codifica una cadena pesada y/o ligera de una inmunoglobulina anti-EphA2. En un aspecto preferido,
un acido nucleico simple codifica una cadena pesada de una inmunoglobulina anti-EphA2 y otra molécula de acido
nucleico codifica la cadena ligera de una inmunoglobulina anti-EphA2.

En otro aspecto de la presente memoria descriptiva, se describen polinucleétidos que codifican polipéptidos que
tienen una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo de las SEQ ID NOS: 1, 2, 3,4, 5,6, 8, 10,12, 14,16 y
18. En un aspecto, el polinucleétido de la memoria descriptiva se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 7,9, 11, 13, 15 y 17. La memoria descriptiva no se limita a dichos polinucleétidos de por si, sino que también
incluye todos los polinucleétidos que exhiben al menos 80 % de identidad con dichos polinucleotidos.

El término “polinucledtido”, al que se hace referencia en la presente memoria, significa una forma polimérica de
nucleétidos de al menos 10 bases de longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxinucleétidos o una forma modificada
de cualquier tipo de nucleétido. El término incluye formas mono y bicatenarias de ADN.

El término “polinucledtido aislado”, segun se usa en la presente memoria, significara un polinucleétido de origen
gendmico, ADNc o sintético o algunas combinacion de estos, que en virtud de su origen el “polinucledétido aislado” (1)
no se asocia con todo ni una porcién de un polinucleétido en el que el “polinucleétido aislado” se encuentra en la
naturaleza, (2) esta funcionalmente enlazado a un polinucleétido con el que no esta enlazado en la naturaleza, o (3)
no se produce en la naturaleza como parte de una secuencia mas extensa.

La memoria descriptiva describe vectores que comprenden los polinucleétidos de la invencién. En un aspecto, el
vector contiene un polinucleétido que codifica una cadena pesada de una inmunoglobulina anti-EphA2. En otro
aspecto, dicho polinucleétido codifica la cadena ligera de una inmunoglobulina anti-EphA2. La memoria descriptiva
también describe vectores que comprenden moléculas polinucleotidicas que codifican proteinas de fusion,
anticuerpos modificados, fragmentos de anticuerpo y sondas de estos.

Para expresar la cadena pesada y/o ligera de los anticuerpos anti-EphA2 de la invencién, los polinucleétidos que
codifican dichas cadenas pesada y/o ligera se insertan en vectores de expresion de manera que los genes estén
funcionalmente enlazados con secuencias de transcripcién y traduccion.

Las secuencias “enlazadas funcionalmente” incluyen secuencias de control de expresion que son contiguas al gen
de interés y secuencias de control de expresion que actian en trans o a una distancia para controlar el gen de
interés. El término “secuencia de control de expresiéon”, segun se usa en la presente memoria, se refiere a
secuencias polinucleotidicas que son necesarias para provocar la expresion y el procesamiento de las secuencias
codificantes a las que estan ligadas. Las secuencias de control de expresién incluyen secuencias de iniciacion de
transcripcion, terminacion, promotoras y potenciadoras adecuadas; sefiales de procesamiento de ARN eficaces tales
como sefales de empalme y poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmatico; secuencias que
potencian la eficacia de traduccion (es decir, secuencia consenso de Kozak); secuencias que potencian la
estabilidad de la proteina; y, cuando se desea, secuencias que potencian la secrecion de la proteina. La naturaleza
de dichas secuencias de control difiere dependiendo del organismo hospedante; en procariotas, dichas secuencias
de control generalmente incluyen secuencias promotoras, de sitio de unién ribosémico y de terminacion de
transcripcion; en eucariotas, generalmente, dichas secuencias de control incluyen secuencias promotoras y de
terminacion de la transcripcion. Se pretende que el término “secuencias de control” incluya, como minimo, todos los
componentes cuya presencia es esencial para la expresion y el procesamiento, y puede incluir también
componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias lideres y secuencias de pareja de
fusion.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2716812 T3

Se pretende que el término “vector”, segun se usa en la presente memoria, haga referencia a una molécula de acido
nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual se ha enlazado. Un tipo de vector es un “plasmido”, que se
refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el cual se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de
vector es un vector virico, en donde se pueden ligar segmentos de ADN adicionales en el genoma virico. Ciertos
vectores son capaces de replicacion auténoma en una célula hospedante en la que se introducen (p. ej., vectores
bacterianos que tienen un origen de replicacién bacteriano y vectores episdémicos de mamifero). Otros vectores (p.
ej., vectores no episémicos de mamifero) se pueden integrar en el genoma de una célula hospedante tras la
introduccion en la célula hospedante y, de esta manera, se replican junto con el genoma hospedante.

Ciertos vectores son capaces de dirigir la expresién de genes a los que estan funcionalmente enlazados. Dichos
vectores se denominan en la presente memoria “vectores de expresién recombinante” (o simplemente, “vectores de
expresion”). En general, los vectores de expresion Utiles en las técnicas de ADN recombinante estan en forma de
plasmidos. En la presente memoria descriptiva, “plasmido” y “vector” se pueden usar de manera intercambiable ya
que el plasmido es la forma mas comuUnmente usada de vector. Sin embargo, se pretende que la memoria
descriptiva incluya dichas formas de vectores de expresién, tales como plasmidos bacterianos, YAC, cosmidos,
retrovirus, episomas derivados de VEB y todos los otros vectores que el experto sabe que son convenientes para
garantizar la expresion de las cadenas pesada y/o ligera de los anticuerpos descritos en la presente memoria. El
experto apreciara que los polinucledtidos que codifican las cadenas pesada y ligera se pueden clonar en diferentes
vectores o en el mismo vector. En un aspecto preferido, dichos polinucleétidos se clonan en el mismo vector.

Los polinucleétidos de la memoria descriptiva y vectores que comprenden estas moléculas se pueden usar para la
transformacién de una célula hospedante de mamifero adecuada, o cualquier otro tipo de célula hospedante
conocida por el experto. Se pretende que el término “célula hospedante recombinante” (o simplemente “célula
hospedante”), segln se usa en la presente memoria, haga referencia a una célula en la que se ha introducido un
vector de expresion recombinante. Se entendera que se pretende que dichos términos hagan referencia no solo a la
célula objeto especifico, sino también a la progenie de dicha célula. Debido a que se pueden producir ciertas
modificaciones en generaciones posteriores por influencias de mutacién o ambientales, dicha progenie puede no ser,
de hecho, idéntica a la célula genitora, pero aun asi se incluye dentro del alcance del término “célula hospedante”,
segun se usa en la presente memoria. La transformacién puede hacerse mediante cualquier método conocido para
introducir polinucleétidos en una célula hospedante. Dichos métodos son conocidos para el experto en la técnica e
incluyen transformacion mediada por dextrano, precipitacion de fosfato célcico, transfeccién mediada por polibreno,
fusién de protoplasto, electroporacion, encapsulacién del polinucledtido en liposomas, inyeccién biolistica y
microinyeccion directa de ADN en ndcleos.

Fragmentos de anticuerpo

Los anticuerpos de la presente invencion incluyen los anticuerpos de longitud completa descritos anteriormente, asi
como fragmentos de unién a epitopo. Segun se usa en la presente memoria, “fragmentos de anticuerpo” incluye
cualquier porcién de un anticuerpo que conserva la capacidad de unirse al epitopo reconocido por el anticuerpo de
longitud completa, generalmente denominados “fragmentos de union a epitopo”. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen, pero no se limitan a Fab, Fab' y F(ab'),, Fd, Fvs de cadena simple (scFv), anticuerpos de
cadena simple, Fvs enlazados por disulfuro (dsFv) y fragmentos que comprende una regién Vi o Vu. Los fragmentos
de unién a epitopo, incluidos anticuerpos de cadena simple, pueden comprender la region(es) variable(s) sola(s) o
en combinacién con la totalidad o una porcion de los siguientes: region bisagra, dominios Cu1, CH2 y CH3.

Dichos fragmentos pueden contener uno o ambos fragmentos Fab o el fragmento F(ab').. Preferiblemente, los
fragmentos de anticuerpo contienen las seis CDR del anticuerpo entero, aunque los fragmentos que contienen
menos de todas dichas regiones, tal como tres, cuatro o cinco CDR, son también funcionales. Ademas, los
fragmentos pueden ser o pueden combinar miembros de una cualquiera de las siguientes clases de
inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, y las subclases de estas.

Los fragmentos Fab y F(ab'). se pueden producir mediante escision proteolitica, usando enzimas tales como
papaina (fragmentos Fab) o pepsinas (fragmentos F(ab')2).

Los fragmentos “FV de cadena simple” (“scFv”) son fragmentos de unién a epitopo que contienen al menos un
fragmento de una region variable de cadena pesada de anticuerpo (Vn) enlazada a al menos un fragmento de una
region variable de cadena ligera de anticuerpo (V). El enlazador puede ser un péptido corto, flexible seleccionado
para garantizar que se produzca el pliegue tridimensional adecuado de las regiones (VL) y (V1) una vez que estan
enlazadas para mantener la especificidad de unién a la molécula diana del anticuerpo entero del cual se deriva el
fragmento de anticuerpo de cadena simple. El extremo carboxilico de la secuencia (VL) o (Vu) se puede enlazar
covalentemente mediante un enlazador al extremo de aminoacido de una secuencia de (Vi) o (Vu) complementaria.

Los fragmentos de anticuerpo de cadena simple de la presente invencion contienen secuencias de aminoacidos que

tienen al menos una de las regiones variables o de determinacion de la complementariedad (CDR) de los

anticuerpos enteros descritos en la presente memoria descriptiva, pero carecen de algunos o todos los dominios

constantes de dichos anticuerpos. Estos dominios constantes no son necesarios para la unién al antigeno, pero
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constituyen una porcidén importante de la estructura de los anticuerpos enteros. Los fragmentos de anticuerpo de
cadena simple, por lo tanto, pueden superar algunos de los problemas asociados con el uso de anticuerpos que
contienen una parte o un dominio constante entero. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo de cadena simple
tienden a no tener interacciones indeseadas entre moléculas biologicas y la regién constante de cadena pesada, u
otra actividad biolégica indeseada. Ademas, los fragmentos de anticuerpo de cadena simple son considerablemente
mas pequefios que los anticuerpos enteros y, por lo tanto, pueden tener mayor permeabilidad capilar que los
anticuerpos enteros, lo que permite que los fragmentos de anticuerpos de cadena simple localicen y se unan a sitios
de union a antigeno diana de manera mas eficaz. Ademas, los fragmentos de anticuerpo se pueden producir a una
escala relativamente grande en células procariotas, lo que facilita su produccién. Ademas, debido al tamafno
relativamente pequefo de los fragmentos de anticuerpo de cadena simple es menos probable que provoquen una
respuesta inmunitaria en un receptor que los anticuerpos enteros.

Los fragmentos de anticuerpo de cadena simple se pueden generar mediante clonacién molecular, biblioteca de
visualizacion en fagos de anticuerpo o técnicas similares conocidas para el experto. Estas proteinas se pueden
producir, por ejemplo, en células eucariotas o células procariotas, incluidas bacterias. Los fragmentos de unién a
epitopo de la presente invencion también se pueden generar usando diversos métodos de visualizacion en fagos
conocidos en la técnica. En los métodos de visualizacién en fagos, los dominios de anticuerpo funcionales se
visualizan en la superficie de particulas de fago que llevan las secuencias polinucleotidicas que los codifican. En
particular, dicho fago se puede utilizar para visualizar los dominios de unién a epitopo expresados a partir de un
repertorio o biblioteca de anticuerpos combinatoria (p. ej., humanos o murinos). El fago que expresa un dominio de
unién a epitopo que se une al antigeno de interés se puede seleccionar o identificar con el antigeno, p. ej., usando
antigeno etiquetado unido o capturado en una superficie solida o perla. Los fagos usados en estos métodos son
tipicamente fagos filamentosos que incluyen los dominios de unién fd y M13 expresados a partir de los fagos con
Fab, Fv o dominios de anticuerpo Fv estabilizados por disulfuro fusionados recombinantemente con la proteina de
gen lll o gen VIl de fago.

Los ejemplos de métodos de visualizacion en fagos que se pueden usar para producir fragmentos de unién a
epitopo de la presente invencién incluyen los descritos en Brinkman et al., 1995, J. Immunol. Methods, 182: 41-50;
Ames et al., 1995, J. Immunol. Methods, 184: 177-186; Kettleborough et al., 1994, Eur. J. Immunol., 24:952-958;
Persic et al., 1997, Gene 187: 9-18; Burton et al., 1994, Advances in Immunology, 57: 191-280; la solicitud PCT n.°
PCT/GB91/01134; las publicaciones PCT WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236;
WO 95/15982; WO 95/20401; y las patentes estadounidenses nums. 5.698.426; 5.223.409; 5.403.484; 5.580.717;
5.427.908; 5.750.753; 5.821.047; 5.571.698; 5.427.908; 5.516.637; 5.780.225; 5.658.727; 5.733.743 y 5.969.108.

Después de la seleccion en fagos, se pueden aislar las regiones del fago que codifican los fragmentos y usarse para
generar los fragmentos de union a epitopo a través de la expresién en un hospedante elegido, incluidas células de
mamiferos, células de insectos, células de plantas, levaduras y bacterias, usando tecnologia de ADN recombinante,
p. €j., segun se describe en detalle mas adelante. Por ejemplo, también se pueden emplear técnicas para producir
recombinantemente fragmentos Fab, Fab' y F(ab'). usando métodos conocidos en la técnica tales como los descritos
en la publicacion PCT WO 92/22324; Mullinax et al., 1992, BioTechniques, 12(6): 864-869; Sawai et al., 1995, AJRI,
34: 26-34; y Better et al., 1988, Science, 240: 1041-1043. Los ejemplos de técnicas que se pueden usar para
producir Fv de cadena simple y anticuerpos incluyen los descritos en las patentes estadounidenses nums. 4.946.778
y 5.258.498; Huston et al., 1991, Methods in Enzymology 203: 46-88; Shu et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
90: 7995-7999; Skerra et al., 1988, Science, 240: 1038-1040.

Equivalentes funcionales

También se incluyen dentro del alcance de la memoria descriptiva los equivalentes funcionales del anticuerpo anti-
EphA vy el anticuerpo anti-receptor EphA2 humanizado. El término “equivalentes funcionales” incluyen anticuerpos
con secuencias homologas, anticuerpos quiméricos, anticuerpos artificiales y anticuerpos modificados, por ejemplo,
en donde cada equivalente funcional se define por su capacidad de unirse al receptor EphA2. El experto entendera
que hay una superposicion entre el grupo de moléculas denominadas “fragmentos de anticuerpo” y el grupo
denominado “equivalentes funcionales”. Los métodos para producir equivalentes funcionales son conocidos para el
experto en la técnica y se describen, por ejemplo, en la solicitud PCT WO 93/21319, la patente europea n.° EP
0239400; la solicitud PCT WO 89/09622; la patente europea n.° EP 0338745; y la solicitud de patente europea EP
0332424.

Los anticuerpos con secuencias homélogas son los anticuerpos con secuencias de aminodcidos que tienen
homologia de secuencia con la secuencia de aminodcidos de un anticuerpo anti-EphA y un anticuerpo anti-EphA
humanizado de la presente invencion. Preferiblemente, la homologia es con la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables del anticuerpo anti-EphA y el anticuerpo anti-EphA humanizado de la presente invencion.
“Homologia de secuencia”, segln se aplica a una secuencia de aminoacidos en la presente memoria se define como
una secuencia con al menos aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 % 0 94 % de homologia de secuencia y, mas
preferiblemente, al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de homologia de secuencia con
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respecto a otra secuencia de aminoacidos, segun se determina, por ejemplo, mediante el método de busqueda
FASTA segun Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85: 2444-2448.

Un anticuerpo quimérico es uno en el que las diferentes porciones de un anticuerpo se derivan de diferentes
especies de animales. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una region variable derivada de un anticuerpo
monoclonal murino apareada con una regiéon constante de inmunoglobulina humana. Los métodos para producir
anticuerpos quiméricos se conocen en la técnica. Véase, p. ej., Morrison, 1985, Science, 229: 1202; Qi et al., 1986,
BioTechniques, 4: 214; Gillies et al., 1989, J. Immunol. Methods, 125: 191-202; las patentes estadounidenses Nums.
5.807.715; 4.816.567; y 4.816.397.

Las formas humanizadas de anticuerpos quiméricos se producir al sustituir las regiones de determinacién de la
complementariedad de, por ejemplo, un anticuerpo de ratén, por un dominio de marco humano, p. €j., véase la Pub.
PCT N.° WO 92/22653. Los anticuerpos quiméricos humanizados preferiblemente tienen regiones constantes y
regiones variables distintas de las regiones de determinacion de la complementariedad (CDR) derivadas
sustancialmente o exclusivamente de las regiones del anticuerpo humano correspondiente y CDR derivadas
sustancialmente o exclusivamente de un mamifero distinto de un humano.

Los anticuerpos artificiales incluyen fragmentos scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y mru (véanse las
revisiones de Winter, G. and Milstein, C., 1991, Nature, 349: 293-299; Hudson, P.J., 1999, Current Opinion in
Immunology, 11: 548-557), cada uno de los cuales tiene capacidad de unién a antigeno. En el fragmento Fv de
cadena simple (scFv), los dominios Vy y Vi de un anticuerpo se enlazan mediante un péptido flexible. Tipicamente,
este péptido enlazador tiene una longitud de aproximadamente 15 residuos aminoacidicos. Si el enlazador es mucho
mas pequefio, por ejemplo, de 5 aminoacidos, se forman diacuerpos, que son dimeros de scFv bivalentes. Si el
enlazador se reduce a menos de tres residuos aminoacidicos, se forman estructuras triméricas y tetraméricas que se
denominan triacuerpos y tetracuerpos. La unidad de unién mas pequefia de un anticuerpo es una CDR, tipicamente
la CDR2 de la cadena pesada que tiene suficiente reconocimiento y unién especificos que se puede usar por
separado. Dicho fragmento se denomina unidad de reconocimiento molecular o mru (por sus siglas en inglés).
Diversas de dichas mru se pueden enlazar con péptidos enlazadores cortos y formar, de esta manera, una proteina
de unién artificial con mayor avidez que una mru simple.

Los equivalentes funcionales de la presente solicitud también incluyen anticuerpos modificados, p. €j., anticuerpos
modificados mediante el acoplamiento covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo. Por ejemplo, los
anticuerpos modificados incluyen anticuerpos que se han modificado, p. ej., mediante glucosilacion, acetilacion,
pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivacion mediante grupos protectores/de bloqueo conocidos, escision
proteolitica, ligadura a un ligando celular u otra proteina, etc. El acoplamiento covalente no evita que el anticuerpo
genere una respuesta antiidiotipica. Estas modificaciones se pueden llevar a cabo mediante técnicas conocidas que
incluyen, pero no se limitan a, escision quimica especifica, acetilacion, formilacion, sintesis metabdlica de
tunicamicina, etc. Ademas, los anticuerpos modificados pueden contener uno 0 mas aminoacidos no clésicos.

Los equivalentes funcionales se pueden producir al intercambiar diferentes CDR en cadenas diferentes dentro de
marcos diferentes. Por lo tanto, por ejemplo, a partir de un conjunto dado de CDR pueden surgir diferentes clases de
anticuerpo mediante la sustitucion de diferentes cadenas pesadas, por medio de la cual se pueden producir, por
ejemplo, tipos e isotipos de anticuerpo IgG1-4, IgM, IgA1-2, IgD, IgE. De manera similar, se pueden producir
anticuerpos artificiales dentro del alcance de la memoria descriptiva al embeber un conjunto dado de CDR dentro de
un marco completamente sintético.

Los equivalentes funcionales se pueden producir sin inconvenientes mediante mutacién, eliminacién e/o insercion
dentro de las secuencias de region variable y/o constante que flanquean un conjunto especifico de CDR, usando
una amplia variedad de métodos conocidos en la técnica.

Los fragmentos de anticuerpo y equivalentes funcionales de la presente memoria descriptiva abarcas las moléculas
con un grado detectable de uniéon a EphA2, cuando se comparan con el anticuerpo 2H11R35R74. Un grado
detectable de union incluye todos los valores en el intervalo de al menos 10-100 %, preferiblemente, al menos 50 %,
60 % o 70 %, mas preferiblemente, al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 % de la capacidad de unién del
anticuerpo 2H11R35R74 murino a EphA2.

Anticuerpos mejorados

Las CDR son de fundamental importancia para el reconocimiento del epitopo y la unién del anticuerpo. Sin embargo,
se pueden hacer cambios a los residuos que comprenden las CDR sin interferir en la capacidad del anticuerpo para
reconocer y unirse a su epitopo cognado. Por ejemplo, se pueden hacer cambios que no afectan el reconocimiento
del epitopo, pero aumentan la afinidad de unién del anticuerpo por el epitopo.

Por lo tanto, también se incluyen en el alcance de la presente memoria descriptiva versiones mejoradas de los
anticuerpos murinos y humanizados, que también reconocen y se unen especificamente a EphA2, preferiblemente
con afinidad aumentada.
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Diversos estudios han analizado los efectos de introducir uno 0 mas cambios aminoacidicos en diversas posiciones
de la secuencia de un anticuerpo, en funcién del conocimiento de la secuencia del anticuerpo primario, sus
propiedades tales como unién y nivel de expresién (Yang, W. P. et al., 1995, J. Mol. Biol., 254: 392-403; Rader, C. et
al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 95: 8910-8915; Vaughan, T. J. et al., 1998, Nature Biotechnology, 16: 535-
539).

En estos estudios, se han generado equivalentes del anticuerpo primario al cambiar las secuencias de los genes de
la cadena pesada y ligera en la CDR1, CDR2, CDRS, o regiones marco, usando métodos tales como mutagénesis
dirigida al sitio mediada por oligonucle6tido, mutagénesis en casete, PCR propensa a errores, redistribucién de ADN
0 cepas mutadas de E. coli (Vaughan, T. J. et al., 1998, Nature Biotechnology, 16: 535-539; Adey, N. B. et al., 1996,
Capitulo 16, pags. 277-291, en "Phage Display of Peptides and Proteins", Eds. Kay, B. K. et al., Academic Press).
Estos métodos de cambiar la secuencia del anticuerpo primario han resultado en afinidades mejoradas de los
anticuerpos secundarios (Gram, H. et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89: 3576-3580; Boder, E. T. et al,,
2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97: 10701-10705; Davies, J. and Riechmann, L., 1996, Immunotechnolgy, 2:
169-179; Thompson, J. et al., 1996, J. Mol. Biol., 256: 77-88; Short, M. K. et al., 2002, J. Biol. Chem., 277: 16365-
16370; Furukawa, K. et al., 2001, J. Biol. Chem., 276: 27622-27628).

Mediante una estrategia dirigida similar de cambiar uno o mas residuos aminoacidicos del anticuerpo, las
secuencias de anticuerpo descritas en la presente memoria descriptiva se pueden usar para desarrollar anticuerpos
anti-EphA2 con funciones mejoradas, incluida afinidad mejorada por EphA2.

Las sustituciones de aminodcidos preferidas son aquellas que: (1) reducen la susceptibilidad a la protedlisis, (2)
reducen la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos proteicos y (4)
confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de dichos andlogos. Los analogos pueden
incluir diversas muteinas de una secuencia distintas de la secuencia peptidica de origen natural. Por ejemplo, las
sustituciones de aminoacidos simples o mdltiples (preferiblemente, sustituciones de aminoacidos conservadoras) se
pueden hacer en la secuencia de origen natural (preferiblemente, en la porcion del polipéptido fuera del(de los)
dominio(s) que forman contactos intermoleculares). Una sustitucién de aminoacidos conservadora no debe cambiar
sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia genitora (p. €j., un aminoacido para reemplazo no
debe tender a descomponer una hélice que se produce en la secuencia genitora, ni alterar otros tipos de estructura
secundaria que caracterizan a la secuencia genitora). Los ejemplos de estructuras secundarias y terciarias de
polipéptidos reconocidas en la técnica se describen en Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed.,
W. H. Freeman and Company, Nueva York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds.,
Garland Publishing, Nueva York, N. Y. (1991)); y Thornton et al., 1991, Nature, 354: 105.

Los anticuerpos mejorados incluyen también los anticuerpos que tienen caracteristicas mejoradas que se preparan
mediante las técnicas estandares de inmunizacion animal, formacion de hibridoma y seleccién de anticuerpos con
caracteristicas especificas.

Se cree que la interaccién entre la region constante de un anticuerpo y diversos receptores Fc (FcyR) media las
funciones efectoras del anticuerpo que incluyen citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), fijacién de
complemento, fagocitosis y semivida/aclaramiento del anticuerpo. Se pueden llevar a cabo diversas modificaciones
en la regién constante de anticuerpos de la memoria descriptiva dependiendo de la propiedad deseada. Por ejemplo,
se detallan mutaciones especificas en la regiéon constante para convertir un anticuerpo litico en no litico en EP 0629
240B1 y EP 0307 434B2 o se puede incorporar un epitopo de unidon a receptor de recuperacion en el anticuerpo
para aumentar la semivida en suero (véase US 5.739.277). Existen cinco receptores Fcy humanos reconocidos
actualmente, FcyR (l), FcyRlla, FcyRllb, FcyRllla y FcRn neonatal. Shields et al. (J. Biol.Chem., 27: 6591-6604,
2001) demostraron que un conjunto comun de residuos de IgGl participa en la union a todos los FcyR, mientras que
FcyRIl y FcyRIll usan sitios distintos fuera de este conjunto comudn. Un grupo de residuos de IgGl redujo la union a
todos FcyR cuando se alteré a alanina: Pro-238, Asp-265, Asp-270, Asn-297 y Pro-239. Todos estan en el dominio
CH2 de IgG y aglomerados cerca de la bisagra que une CH1 y CH2. Mientras FcyRI usa solo el conjunto comudn de
residuos de IgGl para la unién, FcyRIl y FcyRlIll interactian con residuos distintos ademas de con el conjunto comun.

La alteraciéon de algunos residuos redujo la union solo a FcyRIl (p. €j., Arg-292) o FcyRIll (p. €j., Glu-293). Algunas
variantes exhibieron unién mejorada a FcyRIl o FcyRIIl, pero no afectaron la unién al otro receptor (p. €j., Ser-267Ala
mejord la unién a FcyRIl, pero la unién a FcyRIll no fue afectada). Otras variantes exhibieron uniéon mejorada a
FcyRIl o FcyRIll con reduccién de la unién al otro receptor (p. ej., Ser-298Ala mejor6 la unién a FcyRIl y redujo la
unién a FcyRIll). Para FeyRllla, las mejores variantes de unién de IgGl tenian sustituciones de alanina combinadas
en Ser-298, Glu-333 y Lys-334. Se cree que el receptor FcRn neonatal participa en el aclaramiento del anticuerpo y
la transcitosis a través de los tejidos (véase Junghans R.P, 1997, Immunol. Res., 16: 29-57 y Ghetie et al., 2000,
Annu. Rev. Immunol. 18: 739-766). Los residuos de IgGl humana que se determiné que interactian directamente
con el FcRn humano incluyen Ne253, Ser254, Lys288, Thr307, GIn311, Asn434 y His435. Los cambios en
cualquiera de estas posiciones descritas en esta seccién pueden posibilitar una semivida en suero aumentada y/o
propiedades efectoras alteradas de los anticuerpos de la memoria descriptiva.
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Otras modificaciones incluyen variantes de glucosilacién de los anticuerpos de la invencién. Se sabe que la
glucosilacién de anticuerpos en posiciones conservadas en sus regiones constantes tiene un profundo efecto en la
funcién del anticuerpo, particularmente en funciones efectoras como las descritas anteriormente, véase, por ejemplo,
Boyd et al (Mol. Immunol,. 32: 1311-1318, 1996). Se contemplan variantes de glucosilacién de los anticuerpos o
fragmentos de union a antigeno de estos de la presente invencién en donde uno o mas restos carbohidrato se
agregan, sustituyen, eliminan o modifican. La introduccién de un motivo asparagina-X- serina o asparagina-X-
treonina crea un posible sitio para el acoplamiento enzimatico de restos carbohidrato y, por lo tanto, puede usarse
para manipular el glicosilato de un anticuerpo. En Raju et al. (Biochemistry 40: 8868-8876, 2001) la sialilacion
terminal de una inmunoadhesina TNFR-IgG se aumento a través de un proceso de regalactosilacién y/o resialilacion
usando B-1,4-galactosiltransferasa y/o alfa, 2,3 sialiltransferasa. Se cree que aumentar la sialilacién terminal
aumenta la semivida de la inmunoglobulina. Los anticuerpos, en comun con la mayoria de las glicoproteinas, se
producen tipicamente como una mezcla de glicoformas. Esta mezcla es particularmente evidente cuando los
anticuerpos se producen en células eucariotas, particularmente, de mamiferos. Se ha desarrollado una variedad de
métodos para producir glicoformas definidas (véase Zhang et al. 2004, Science 303: 371; Sears et al, 2001, Science
291: 2344; Wacker et al., 2002, Science 298: 1790; Davis et al. 2002, Chem.Rev. 102: 579; Hang et al., 2001,
Acc.Chem. Res. 34: 727). Por lo tanto, la invencion contempla una pluralidad de anticuerpos (monoclonales) (que
pueden ser del isotipo de IgG, p. ej., IgG1) segun se describen en la presente memoria que comprenden una
cantidad definida (p. ej., 7 0 menos, por ejemplo, 5 0 menos, tal como dos o una Unica) glicoforma(s) de dichos
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de estos.

Por lo tanto, los anticuerpos mejorados segun la invencion incluyen en particular anticuerpos con propiedades
funcionales potenciadas. Generan especial interés los anticuerpos con capacidad potenciada para mediar las
funciones efectoras citotéxicas celulares tales como la ADCC. Dichos anticuerpos se pueden obtener al producir
sustituciones simples o mdltiples en el marco constante del anticuerpo y alterar, por lo tanto, su interaccion con los
receptores Fc. Los métodos para disefar dichos mutantes se pueden encontrar, por ejemplo, en Lazar et al. (2006,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103(11): 4005-4010) y Okazaki et al. (2004, J. Mol. Biol. 336(5): 1239-49). Véanse
también WO 03/074679, WO 2004/029207, WO 2004/099249, WO02006/047350, WO 2006/019447, WO
2006/105338, WO 2007/041635. También es posible usar lineas celulares genomanipuladas especificamente para
la produccién de anticuerpos mejorados. En particular, estas lineas tienen regulacién alterada de la via de
glucosilacion, por ejemplo, que resulta en anticuerpos que estan escasamente fucosilados o incluso totalmente
desfucosilados. Tales lineas celulares y métodos para genomanipularlas se describen en, p. €j., Shinkawa et al.
(2003, J. Biol. Chem. 278(5): 3466-3473), Ferrara et al. (2006, J. Biol. Chem. 281(8): 5032-5036; 2006, Biotechnol.
Bioeng. 93(5): 851-61), EP 1 272 527 B1, EP 1 331 266, EP 1 498 490, EP 1 498 491, EP 1 676 910, EP 1 792 987
y WO 99/54342.

Realizaciones adicionales de la invencién incluyen anticuerpos de la invencion o fragmentos de unién a antigeno de
estos acoplados a un polimero no proteinaceo tal como polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol o polioxialquileno. La
conjugacién de proteinas a PEG es una técnica establecida para aumentar la semivida de las proteinas, asi como
reducir la antigenicidad e inmunogenicidad de las proteinas. El uso de PEGilacién con diferentes pesos moleculares
y estilos (lineal o ramificado) se ha investigado con anticuerpos intactos, asi como con fragmentos Fab' (Koumenis I.
L. etal., 2000, Int. J. Pharmaceut. 198: 83-95).

La presente invencion también incluye conjugados citotéxicos o conjugados de anticuerpo-farmaco o conjugados
como se definen en las reivindicaciones. Segun se usan en la presente memoria, todos estos términos tienen el
mismo significado y son intercambiables.

Estos conjugados citotoxicos comprenden dos componentes primarios, un agente de unién a célula y un agente
citotéxico.

Seguln se usa en la presente memoria, el término “agente de unién a célula” se refiere a un agente que reconoce y
se une especificamente al receptor EphA2 en la superficie celular. En un aspecto, el agente de unién a célula
reconoce especificamente el receptor EphA2 de manera que posibilita que el conjugado actle de manera dirigida
con escasos efectos secundarios que resultan de la unién no especifica.

En otro aspecto, el agente de unién a célula, segun se describe en la presente memoria, reconoce especificamente
el receptor EphA2 de manera que el conjugado estara en contacto con la célula diana durante un periodo de tiempo
suficiente para posibilitar que la porcion de farmaco citotdéxico del conjugado actie en la célula, y/o para posibilitar
que la célula internalice el conjugado.

En un aspecto preferido, los conjugados citotoxicos comprenden un anticuerpo anti-EphA2 como el agente de unién
a célula, mas preferiblemente, el anticuerpo monoclonal 2H11R35R74 murino. En una realizacion mas preferida, el
conjugado citotéxico comprende un anticuerpo 2H11R35R74 humanizado o un fragmento de unién a epitopo de este.
El anticuerpo 2H11R35R74 es capaz de reconocer especificamente un receptor EphA, tal como EphA2, y dirige el
agente citotoxico a una célula o un tejido anormal, tal como células cancerosas, de manera dirigida.
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El segundo componente de los conjugados citotoxicos de la presente invencion es un agente citotoxico, segun se
define en las reivindicaciones. El término “agente citotdxico”, segin se usa en la presente memoria, se refiere a una
sustancia que reduce o bloquea la funcién o el crecimiento de células y/o provoca la destruccién de células.

Segun se describe en la presente memoria, el agente citotdxico es un taxoide, un maitansinoide tal como DM1 o
DM4, un farmaco pequeiio, un derivado de tomaimicina, un profarmaco, CC-1065 o un analogo de CC-1065. En
aspectos preferidos, los agentes de unién a célula de la presente invencion se acoplan covalentemente,
directamente o a través de un enlazador escindible o no escindible al agente citotoxico. “Enlazador”, segin se usa
en la presente memoria, significa un resto quimico que comprende una unién covalente o una cadena de atomos
que acopla covalentemente un anticuerpo a un resto de farmaco.

Por lo tanto, la presente memoria descriptiva contempla el uso de conjugados entre (1) un agente de unién a célula
que reconoce y se une al receptor EphA2, y (2) un agente citotdéxico. En los conjugados citotdxicos, el agente de
unién a célula tiene una afinidad alta por el receptor EphA2 y el agente citotdxico tiene un alto grado de citotoxicidad
para células que expresan el receptor EphA2, de manera que los conjugados citotoxicos de la presente invencion
forman agentes destructores eficaces.

Los conjugados de anticuerpos para EphA2 antagonistas se han descrito anteriormente. Por ejemplo, WO
2008/010101 describe los anticuerpos 37.3D7 humanizado y 53.2H11 humanizado conjugados a L-DM4,
N2'desacetil-N2'(4-metilo-4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina, usando el enlazador SPDB (N-hidroxisuccinimida
éster de 4cido 4-[2-piridilditio]butanoico) (véase el Ejemplo 10 de WO 2008/010101; hu37.3D7-SPDB-DM4 y hu2H11
- SPDB-DM4).

Cuando se conjuga a un agente citotéxico, los anticuerpos de la invencién muestran varias propiedades ventajosas
con respecto a los anticuerpos de la técnica anterior. En particular, la conjugacién no afecta la afinidad de los
anticuerpos de la invencion por el receptor EphA2, mientras que la union de 53.2H11 a EphA2 se ve negativamente
afectada por el acoplamiento de un agente citotoxico a dicho anticuerpo 53.2H11.

Los agentes de unién a célula, agentes citotdxicos y enlazadores se describen en méas detalle méas adelante.
Agentes de unién a célula

La eficacia de los compuestos de la presente invencidbn como agentes terapéuticos depende de la cuidadosa
seleccién de un agente de unidon a célula adecuado. Los agentes de union a célula segun se describen en la
presente memoria pueden ser de cualquier tipo conocido actualmente, o que se vuelva conocido e incluyen péptidos
y no péptidos. El agente de unién a célula puede ser cualquier compuesto que se puede unir a una célula, ya sea de
manera especifico o no especifica. Generalmente, estos pueden ser anticuerpos (especialmente anticuerpos
monoclonales), linfocinas, hormonas, factores de crecimiento, vitaminas, moléculas de transporte de nutrientes (tales
como transferrina), o cualquier otra molécula o sustancia de unién a célula.

Los ejemplos mas especificos de agentes de unién a célula que se pueden usar incluyen:
anticuerpos policlonales;
anticuerpos monoclonales;

fragmentos de anticuerpos tales como Fab, Fab'y F(ab'),, Fv (Parham, 1983, J. Immunol., 131:2895-2902; Spring et
al., 1974, J. Immunol., 113: 470-478; Nisonoff et al., 1960, Arch. Biochem. Biophys., 89: 230-244).

Preferiblemente, se usa un anticuerpo anti-EphA2 humanizado como el agente de union a célula de la presente
memoria descriptiva. Mas preferiblemente, el anticuerpo anti-EphA2 humanizado es un anticuerpo 2H11R35R74
humanizado.

Agentes citotdxicos

En otro aspecto, el anticuerpo humanizado o un fragmento de unién a epitopo de este, segun se describe en la
presente memoria, se puede conjugar con un farmaco, tal como un maitansinoide, un derivado de tomaimicina o un
derivado de duocarmicina para formar un profarmaco que tiene citotoxicidad especifica hacia células que expresan
antigeno al dirigir el farmaco al receptor EphA2. Los conjugados citotéxicos que comprenden dichos anticuerpos y
un farmaco pequefio, altamente téxico (p. ej., maitansinoides, derivados de tomaimicina, y CC-1065 y analogos de
CC-1065) se pueden usar como un producto terapéutico para el tratamiento de tumores, tales como, por ejemplo,
tumores de mama y ovario.

El agente citotéxico usado en el conjugado citotoxico de la presente memoria descriptiva puede ser cualquier
compuesto que resulta en la destruccion de una célula o induce la muerte celular o, de alguna manera, disminuye la
viabilidad celular. Los agentes citotoxicos preferidos incluyen, por ejemplo, maitansinoides y analogos de
maitansinoide, derivados de tomaimicina, y CC-1065 y analogos de CC-1065, definidos mas adelante. Estos agentes
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citotoxicos se conjugan con los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, equivalentes funcionales, anticuerpos
mejorados y sus analogos, segun se describen en la presente memoria.

Los conjugados citotoxicos se pueden preparar mediante métodos in vitro. Para enlazar un farmaco o profarmaco al
anticuerpo, se usa un grupo de enlace. Los grupos de enlace adecuados se conocen en la técnica e incluyen grupos
disulfuro, grupos tioéter, grupos sensibles a acido, grupos fotolabiles, grupos sensibles a peptidasa y grupos
sensibles a esterasa.

Los grupos de enlace de ejemplos son grupos disulfuro y grupos tioéter. Por ejemplo, se pueden construir
conjugados usando una reaccion de intercambio de disulfuro o al formar una unién tioéter entre el anticuerpo y el
farmaco o profarmaco. Los ejemplos de enlazadores que llevan dichos grupos de enlace incluyen N-succinimidil
piridilditiopropionato (SPDP) y N-succinimidil piridilditiobutirato (SPDB), cuyo grupo reactivo ditiopiridilo (véase
Bourdon M.A. et al., Biochem. J., 173: 723-737, 1978; US 5208020) hace reaccién con un grupo reactivo quimico
citotéxico tal como -SH para formar una nueva unién -S-S-. A continuacion, el grupo N-succinimidiloxi
preferiblemente hace reaccién con los grupos amino presentes en el anticuerpo para formar uniones amida.

En otro aspecto preferido, el agente citotoxico se enlaza al agente de unién a célula usando grupos de enlace de
polietilenglicol (PEG), como se expone en US 6.716.821. Los grupos de enlace de PEG de ejemplo incluyen
enlazadores de PEG heterobifuncionales que se unen a los agentes citotoxicos y a los agentes de unién a célula a
través de un grupo sulfhidrilo o disulfuro funcional en un extremo, un éster activo en el otro extremo (US 6.716.821).
También se pueden usar enlazadores de PEG que no se unen a los agentes citotoxicos a través de un grupo
sulfhidrilo o disulfuro funcional.

Se contempla especificamente un agente citotdxico que lleva un grupo de enlace de polietilenglicol (PEG) que tiene
éster activo terminal de formula (1):

en donde Z es dicho agente citotoxico, dicho agente citotdxico se selecciona del grupo de maitansinoides y analogos
de maitansinoide, derivados de tomaimicina, y CC-1065 y analogos de CC-1065, y

en donde Y es Y es N-succinimidiloxi, N-sulfosuccinimidiloxi, N-ftalimidiloxi, N-sulfoftalimidiloxi, 2-nitrofeniloxi, 4-
nitrofeniloxi, 2,4-dinitrofeniloxi, 3-sulfonil-4-nitrofeniloxi, 3-carboxi-4-nitrofeniloxi, imidazolilo o &tomo de halégeno.

En otro aspecto preferido, se describe un agente citotoxico, dicho agente citotéxico lleva un grupo de enlace de
polietilenglicol (PEG) que tiene éster activo terminal y es de férmula (Il):

Q 0
E gN/\)-LN/\%O\/i\WY
H
4
z O O
ly

en donde Z es dicho agente citotoxico, dicho agente citotdxico se selecciona del grupo de maitansinoides y analogos
de maitansinoide, derivado de tomaimicina, y CC-1065 y analogos de CC-1065, y

en donde Y es Y es N-succinimidiloxi, N-sulfosuccinimidiloxi, N-ftalimidiloxi, N-sulfoftalimidiloxi, 2-nitrofeniloxi, 4-
nitrofeniloxi, 2,4-dinitrofeniloxi, 3-sulfonil-4-nitrofeniloxi, 3-carboxi-4-nitrofeniloxi, imidazolilo o &tomo de halégeno.

Preparacién del conjugado
En general, el conjugado se puede obtener mediante un proceso que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una disolucién acuosa, opcionalmente tamponada, de un agente de unién a célula con una
disolucién de un compuesto citotoxico;
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(i) después, separar opcionalmente el conjugado que se formd en (i) de los reactivos que no hicieron reaccion y
cualquier aglomerado que pueda estar presente en la disolucion.

En un aspecto, el agente de union a célula es un anticuerpo; mas especificamente, el agente de unién a célula es el
anticuerpo mu2H11R35R74 o una versiébn humanizada de este. En otro aspecto, el agente citotoxico es un
compuesto formula (1) o (Il), en donde Z es un maitansinoide; en particular, Z es DM4.

Se entendera que los conjugados que se pueden obtener mediante este método estan comprendidos dentro del
alcance de la memoria descriptiva.

La disolucion acuosa del agente de union a célula se puede tamponar con tampones tales como, p. €j., fosfato
potéasico o acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico (tampén HEPES). El tampdn depende de la naturaleza
del agente de unién a célula. EI compuesto citotoxico esta en disoluciéon en un disolvente polar orgéanico, p. €j.,
dimetilsulfoxido (DMSO) o dimetilacetamida (DMA).

La temperatura de reaccién normalmente estd comprendida entre 20 y 40 °C. El tiempo de reaccién puede variar de
1 a 24 horas. La reaccion entre el agente de uniéon a célula y el agente citotéxico se puede monitorear mediante
cromatografia de exclusion por tamafo (SEG, por sus siglas en inglés) con un detector refractométrico y/o de UV. Si
el rendimiento del conjugado es demasiado bajo, se puede extender el tiempo de reaccion.

El experto en la técnica puede usar varios métodos cromatograficos diferentes para llevar a cabo la separacion de la
etapa (ii): el conjugado se puede purificar, p. €j., mediante SEG, cromatografia de adsorcion (tal como cromatografia
de intercambio i6nico, IEC, por sus siglas en inglés), cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC, por sus siglas en
inglés), cromatografia de afinidad, cromatografia con soporte mixto, tal como cromatografia en hidroxiapatita o
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés). También se puede usar purificacion
mediante didlisis o diafiltracion.

Un ejemplo de un proceso que se puede usar se describe en el Ejemplo L.b.1.

Segun se usa en la presente memoria, el término “aglomerados” significa las asociaciones que se pueden formar
entre dos 0 mas agentes de unidon a célula, donde dichos agentes estan modificados o no por conjugacion. Los
aglomerados se pueden formar por la influencia de una gran cantidad de parametros, tales como alta concentracion
de agente de union a célula en la disolucion, el pH de la disolucion, fuerzas de cizallamiento altas, la cantidad de
dimeros unidos y su caracter hidrofobo, la temperatura (véase Wang & Gosh, 2008, J. Membrane Sci., 318: 311-316,
y las referencias citadas en él); cabe sefialar que la influencia relativa de algunos de estos parametros no esta
establecida claramente. En el caso de proteinas y anticuerpos, el experto en la técnica consultara Cromwell et al.
(2006, AAPS Jounal, 8(3): E572-E579). El contenido en los aglomerados se puede determinar con técnicas
conocidas para el experto, tales como SEC (véase Walter et al., 1993, Anal. Biochem., 212(2): 469-480).

Después de la etapa (i) o (ii), la disolucién que contiene conjugado se puede someter a una etapa adicional (iii) de
ultrafiltracién y/o diafiltracion.

El conjugado se puede recuperar al final de estas etapas en una disolucién acuosa.
Maitansinoides

Entre los agentes citotoxicos que se pueden usar en la presente memoria descriptiva para formar un conjugado
citotoxico, estan los maitansinoides y analogos de maitansinoide. Los ejemplos de maitansinoides adecuados
incluyen maitansinol y andlogos de maitansinol. Los maitansinoides son farmacos que inhiben la formacién de
microtlbulos y que son altamente toxicos para células de mamiferos.

Los ejemplos de anélogos de maitansinol adecuados incluyen aquellos que tienen un anillo aromatico modificado y
aquellos que tienen modificaciones en otras posiciones. Los maitansinoides adecuados se describen en las patentes
estadounidenses nims. 4.424.219; 4.256.746; 4.294.757; 4.307.016; 4.313.946; 4.315.929; 4.331.598; 4.361.650;
4.362.663; 4.364.866; 4.450.254; 4.322.348; 4.371.533; 6.333.410; 5.475.092; 5.585.499; y 5.846.545.

Los ejemplos especificos de analogos adecuados de maitansinol que tienen un anillo aromatico modificado incluyen:

(1) C-19-descloro (patente estadounidense n.° 4.256.746) (preparado mediante reduccion por LAH de ansamitocina
P2);

(2) C-20-hidroxi (o C-20-desmetil) +/-C-19-descloro (patentes estadounidenses nums. 4.361.650 y 4.307.016)
(preparado mediante desmetilacion usando Streptomyces o Actinomyces o descloracidén usando LAH); y

(3) C-20-desmetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR), +/-descloro (patente estadounidense n.° 4.294.757) (preparado mediante
acilacién usando cloruros de acilo).
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Los ejemplos especificos de analogos adecuados de maitansinol que tienen modificaciones de otras posiciones
incluyen:

(1) C-9-SH (patente estadounidense n.° 4.424.219) (preparado mediante la reaccion de maitansinol con HzS o P2Ss);
(2) C-14-alcoximetilo (desmetoxi/CH2OR) (patente estadounidense n.° 4.331.598);

(3) C-14-hidroximetilo o aciloximetilo (CH2OH o CH2OAc) (patente estadounidense n.° 4.450.254) (preparado a partir
de Nocardia);

(4) C-15-hidroxi/aciloxi (patente estadounidense n.° 4.364.866) (preparado mediante la conversion de maitansinol
mediante Sreptomyces);

(5) C-15-metoxi (patentes estadounidenses nims. 4.313.946 y 4.315.929) (aislado a partir de Trewia nudiflora);

(6) C-18-N-desmetilo (patentes estadounidenses nums. 4.362.663 y 4.322.348) (preparado mediante la
desmetilacion de maitansinol mediante Sreptomyces); y

(7) 4,5-desoxi (patente estadounidense n.° 4.371.533) (preparado mediante la reduccion por tricloruro de titanio/LHA
de maitansinol).

En un aspecto, los conjugados citotoxicos de la presente memoria descriptiva utilizan el maitansinoide que contiene
tiol (DM1), formalmente denominado NZ-desacetil-Nz-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina, como el agente citotoxico.
El DM1 se representa mediante la siguiente formula estructural (l11):

(1

En otro aspecto, los conjugados citotoxicos de la presente memoria descriptiva utilizan el maitansinoide que contiene
tiol DM4, formalmente denominado AF-desacetil-N-? (4-metil-4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina, como el agente
citotoxico. El DM4 se representa mediante la siguiente férmula estructural (1V):

o)
OYLJ\/\F
N SH
N 7 o

MeO

(V)

En aspectos adicionales de la memoria descriptiva, se pueden usar otras maitansinas, incluidos maitansinoides que
contienen tiol y disulfuro que lleven una sustitucién mono o di-alquilo en el &tomo de carbono que lleva el &tomo de
azufre. Estos incluyen un maitansinoide que tiene, en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxi o C-20 desmetilo, una
cadena lateral de aminoacido acilada con un grupo acilo que lleva un grupo sulfhidrilo impedido, en donde el atomo

23



10

15

20

25

ES2716812 T3

de carbono del grupo acilo que lleva la funcionalidad de tiol tiene uno o dos sustituyentes, dichos sustituyentes son
CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico
que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo,
y ademas, en donde uno de los sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de cadena
lineal de al menos tres atomos de carbono entre la funcionalidad de carbonilo y el atomo de azufre.

Dichas maitansinas adicionales incluyen compuestos representados por la formula (V):

MeC

OH
MeQO

en donde:

Y' representa
(CR7Rg)i(CRg=CRi10)p(C=C)4A{(CRsRe)mDy(CR11=CRi2)/(C=C)sB{(CR3R4)n\CR1R2SZ,
en donde:

R+ y Rz son cada uno independientemente CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 a&tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o
radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas, R> puede ser H;

A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

Rs, R4, Rs, Re, Rz, Rs, Re, R0, R11 y R12 son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal
que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

I, m,n,o,p,q,r sytson cada uno independientemente 0 0 un ndmero entero de 1 a 5, siempre que al menos dos
del, m, n, 0,p, q, 1, sytno sean cero en cualquier momento; y Z es H, SR o -COR, en donde R es alquilo o
alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 a&tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo.

Las realizaciones preferidas de formula (V) incluyen compuestos de formula (V) en donde:
Ry es metilo, ResHy Zes H.

Riy Rz son metiloy Z es H.

R+ es metilo, R- es Hy Z es -SCHs.

Ry Rz son metilo y Z es -SCHs.

Dichas maitansinas adicionales también incluyen compuestos representados por la férmula (VI-L), (VI-D) o (VI-D,L):
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H.C .-‘H
/O ‘
May N Y
o
(VI-L) (VI-D)
e, M §
/O ).L
May N Y
b
(VI-D,L)
en donde:

Y representa (CR7R3)|(CRsRe)m(CR3R4)nCR1RQSZ,
en donde:

R+ y Rz son cada uno independientemente CHs, C2oHs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 a&tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o
radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas, R> puede ser H;

Rs, R4, Rs, Rs, R7 y Rs, son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

I, my n son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 5, y ademas, n puede ser 0;

Z es H, SR o -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 10 &tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico
aromatico o heterocicloalquilo; y

May representa un maitansinoide que lleva la cadena lateral en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxi o C-20
desmetilo.

Las realizaciones preferidas de férmulas (VI-L), (VI-D) y (VI-D,L) incluyen compuestos de férmulas (VI-L), (VI-D) y
(VI-D,L) en donde:

R es metilo, R2 es H, Rs, Rs, R7 y Rg son cada uno H, |y m soncadauno 1,nes 0y Z es H.
Ry Rz son metilo, Rs, Re, R7, Rs soncadauno H,lymson1,nes0OyZesH.

R+ es metilo, Rz es H, Rs, Rs, R7 y Rs son cada uno H, |y m son cadauno 1,nes 0y Z es -SCHs.
R+ y Rz son metilo, Rs, Rs, R7, Rg son cadaunoH,lymson1,nes0yZes-SCHs.
Preferiblemente, el agente citotoxico se representa mediante la formula (VI-L).

Dichas maitansinas adicionales también incluyen compuestos representados por la férmula (VII):
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MeO N
N N/LO
oH H
MeO
(Vi)
en donde:

Y representa (CR7R3)|(CRsRe)m(CR3R4)nCR1RQSZ,
en donde:

R+ y Rz son cada uno independientemente CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 a&tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o
radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas, R> puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, R7 y Rs, son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 4&tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

I, my n son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 5, y ademas, n puede ser 0; y

Z es H, SR o -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo.

Las realizaciones preferidas de formula (VII) incluyen compuestos de formula (VII) en donde:

R+ es metilo, Rz es H, R5, R6, R7 y R8 son cada uno H; ly msoncadauno 1;nes0yZesH.

R+ y Rz son metilo; Rs, Rs, R7, Rg soncadauno H,lymson 1;nes0;y Zes H.

R+ es metilo, Rz es H, Rs, Rs, R7 y Rs son cada uno H, Iy m son cadauno 1, nes 0 y Z es -SCHs.

R+ y R2 son metilo, Rs, Rs, R7, Rg son cadauno H,lymson1,nes 0y Zes-SCHs.

Dichas maitansinas adicionales incluyen, ademas, compuestos representados por la formula (VIIII-L), (VIII-D) o (VIII-
D,L):
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(VIIl -D, L)
en donde:
Y2 representa (CR7Rg)i(CRsRe)m(CR3R4)nCR1R2SZy,
en donde:
R+ y Rz son cada uno independientemente CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o

radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas, R2 puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, R7 y Rs, son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal ciclico que tiene de
1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 4&tomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

I, my n son cada uno independientemente un numero entero de 1 a 5, y ademas, n puede ser 0;

Z»> es SR 0 COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico
aromatico o heterocicloalquilo; y

May es un maitansinoide.

Dichas maitansinas adicionales también incluyen compuestos representados por la férmula (IX):

MeQ

(1X)

en donde:

Y2' representa
(CR7Rg)i(CR9=CR10)p(C=C)qA(CRsR6)mDn(CR11=CRj12):(C=C)sBi(CR3R4)nCR1R2SZ2,
en donde:

R+ y Rz son cada uno independientemente CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal ramificado que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o
radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas, R> puede ser H;

A, B y D son cada uno independientemente cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3 a 10 atomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;
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Rs, R4, Rs, Re, R7, Rs, Re, Ri1o, R11 y Ri2 son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal
que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

I, m,n,o0,p,q,r sytsoncada uno independientemente 0 o un nimero entero de 1 a 5, siempre que al menos dos
del,m,n,0,p,q, I sytnosean cero en cualquier momento; y Z> es SR 0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo
lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 - 10 atomos de
carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo.

Las realizaciones preferidas de formula (IX) incluyen compuestos de formula (IX) en donde: Ry es metilo, Rz es H.

Los maitansinoides mencionados anteriormente se pueden conjugar con un anticuerpo anti-EphA 2H11R35R74 o un
homologo o fragmento de este, en donde el anticuerpo se enlaza al maitansinoide usando la funcionalidad tiol o
disulfuro que esta presente en el grupo acilo de una cadena lateral de aminoacido acilada que se encuentra en C-3,
C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxi o C-20 desmetilo del maitansinoide, y en donde el grupo acilo de la cadena lateral
de aminodcido acilada tiene su funcionalidad tiol o disulfuro ubicada en un atomo de carbono que tiene uno o dos
sustituyentes, dichos sustituyentes son CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas, uno de los sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo
acilo tiene una longitud de cadena lineal de al menos tres atomos de carbono entre la funcionalidad de carbonilo y el
atomo de azufre.

Un conjugado preferido de la presente memoria descriptiva es uno que comprende el anticuerpo anti-EphA
2H11R35R74 o un homologo o fragmento de este, conjugado con, o que se puede obtener mediante conjugacion
con, un maitansinoide de férmula (X):

MeO

en donde:

Y+' representa
(CR7Rg)i(CRg=CRi0)p(C=C)4A(CRsRe)mDa(CR11=CRi2);(C=C)sB{(CR3R4)nCR1R2S-,
en donde:

A, B y D son cada uno independientemente cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3 - 10 4&tomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

Rs, R4, Rs, Re, R7, Rs, Re, R0, R11 y Ri2 son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal
que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo; y

I, m,n,0,p,q,r sytson cada uno independientemente 0 o un nimero entero de 1 a 5, siempre que al menos dos
del,m,n,0,p,q,r,sytnosean cero en cualquier momento.

Preferiblemente, Ry es metilo, Rz es H, 0 Ry y Rz son metilo.

Un conjugado incluso més preferido de la presente memoria descriptiva es uno que comprende el anticuerpo anti-
EphA 2H11R35R74 o un homdlogo o fragmento de este, conjugado con un maitansinoide de férmula (XI-L), (XI-D) o
(XI-D,L):
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(XI-D,L)

en donde:

Y+ representa (CR7Rg)i(CRsRe)m(CR3R4)nCR1R2S-,

en donde:

R+ y Rz son cada uno independientemente CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido,
radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas, R2 puede ser H;

Rs, R4, Rs, Rs, R7 y Rs, son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 4&tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

I, my n son cada uno independientemente un nimero entero de 1 a 5, y ademas, n puede ser 0; y

May representa un maitansinol que lleva la cadena lateral en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxi o C-20 desmetilo.

Las realizaciones preferidas de férmulas (XI-L), (XI-D) y (XI-D,L) incluyen compuestos de férmulas (XI-L), (XI-D) y
(XI-D,L) en donde:

R es metilo, R2 es H, 0 Ry y Rz son metilo,

R es metilo, R2 es H, Rs, Rs, R7 y Rs son cada uno H; |y m son cada uno 1; nes 0,
R+ y Rz son metilo; Rs, Rs, R7 y Rs son cadauno H, Iy mson 1; nes 0.
Preferiblemente, el agente citotoxico se representa mediante la formula (XI-L).

Un conjugado preferido adicional de la presente memoria descriptiva es uno que comprende el anticuerpo anti-EphA
2H11R35R74 o un homdlogo o fragmento de este, conjugado con un maitansinoide de férmula (XI1):
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MeO

(X1

en donde los sustituyentes son como se definieron para la férmula (XI) anteriormente.

Se prefieren especialmente cualesquiera de los compuestos descritos anteriormente, en donde Ry es H, Rz es metilo,
Rs, Res, R7 y Rg son cada uno H, | y m son cadauno 1 ynes 0.

Se prefieren, ademas, especialmente cualesquiera de los compuestos descritos anteriormente, en donde R1 y Rz
son metilo, Rs, Rs, Ry y Rg soncadauno H,lymson1ynesO

Ademas, se prefiere el estereocisémero L-aminoacilo.

Cada uno de los maitansinoides descritos en la solicitud de patente estadounidense pendiente con nimero
10/849.136, presentada el 20 de mayo de 2004, también se puede usar en el conjugado citotdéxico de la presente
memoria descriptiva.

Grupos de enlace que contienen disulfuro

Para enlazar el maitansinoide a un agente de unién a célula, tal como el anticuerpo 2H11R35R74, el maitansinoide
comprende un resto de enlace. El resto de enlace contiene una unién quimica que posibilita la liberacion de
maitansinoides completamente activos en un sitio especifico. Las uniones quimicas adecuadas se conocen en la
técnica e incluyen uniones disulfuro, uniones sensibles a acido, uniones fotolabiles, uniones sensibles a peptidasa y
uniones sensibles a esterasa.

El resto de enlace también comprende un grupo quimico reactivo. En una realizacion preferida, el grupo quimico
reactivo se usa para unirse covalentemente al maitansinoide a través de un resto de enlace de unién disulfuro.

Los grupos quimicos reactivos particularmente preferidos son ésteres de N-succinimidilo y ésteres de N-
sulfosuccinimidilo.

Los maitansinoides particularmente preferidos que comprenden un resto de enlace que contiene un grupo quimico
reactivo son ésteres de maitansinol C-3 y sus analogos donde el resto de enlace contiene una unién disulfuro y el
grupo reactivo quimico comprende un éster de N-succinimidilo o N-sulfosuccinimidilo.

Muchas posiciones en maitansinoides pueden servir como la posicion para enlazar quimicamente el resto de enlace.
Por ejemplo, la posicién C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicién C-14 modificada con hidroximetilo, la posicion
C-15 modificada con hidroxi y la posicion C-20 que tiene un grupo hidroxi se espera que sean todas utiles. Sin
embargo, se prefiere la posicion C-3 y la posicion C-3 de maitansinol se prefiere especialmente.

Aunque la sintesis de ésteres de maitansinol que tienen un resto de enlace se describe en relacién con restos de
enlace que contienen union disulfuro, el experto en la técnica entendera que también se pueden usar restos de
enlace con otras uniones quimicas (segun se describieron anteriormente) con la presente memoria descriptiva, asi
como otros maitansinoides. Los ejemplos especificos de otras uniones quimicas incluyen uniones sensibles a acido,
uniones fotolabiles, uniones sensibles a peptidasa y uniones sensibles a esterasa. La descripcién de la patente
estadounidense n.° 5.208.020 expone la produccion de maitansinoides que llevan dichas uniones.
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La sintesis de maitansinoides y derivados de maitansinoide que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo
se describe en las patentes estadounidenses nums. 6.441.163 y 6.333.410 y la solicitud estadounidense n.°
10/161.651.

Grupos de enlace que contienen PEG

Los maitansinoides también se pueden enlazar al agente de unién a célula usando grupos de enlace de PEG como
se expone en la patente estadounidense n.° 6.716.821. Estos grupos de enlace de PEG son solubles en agua y en
disolventes no acuosos, y se pueden usar para ligar uno o mas agentes citotoxicos a un agente de unioén a célula.
Los grupos de enlace de PEG de ejemplo incluyen enlazadores de PEG heterobifuncionales que se unen a los
agentes citotéxicos y a los agentes de union a célula en extremos opuestos de los enlazadores a través de un grupo
sulfhidrilo o disulfuro funcional en un extremo y un éster activo en el otro extremo.

Como ejemplo general de la sintesis de un conjugado citotdxico usando un grupo de enlace de PEG, se hace
referencia nuevamente a la patente estadounidense n.° 6.716.821 para obtener los detalles especificos.

La sintesis comienza con la reacciéon de uno o mas agentes citotoxicos que llevan un resto de PEG reactivo con un
agente de unién a célula, que resulta en el desplazamiento del éster activo terminal de cada resto de PEG reactivo
por un residuo aminoacidico del agente de unién a célula, tal como el anticuerpo 2H11R35R74, para proporcionar un
conjugado citotoxico que comprende uno o mas agentes citotdxicos unidos a un agente de unién a célula a través de
un grupo de enlace de PEG. También se pueden usar grupos de enlace de PEG que no se unen a los agentes
citotoxicos a través de un grupo sulfhidrilo o disulfuro funcional.

Por lo tanto, comprendido dentro del alcance de la memoria descriptiva se encuentra el maitansinoide de formula
(XIIl), denominado en la presente memoria PEG4-NHAc-DM4:

CH, 0
S
\/JLN/\%O\/]\(
H 4
0]

H,C

(Xl

También comprendido dentro del significado de la memoria descriptiva se encuentra el maitansinoide de férmula
(XIV), denominado en la presente memoria PEG4-Mal-DM4:
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(XIV)

También comprendido dentro del significado de la memoria descriptiva se encuentra el maitansinoide de férmula
(XXIV), denominado en la presente memoria SPDB-DM4:

(XXIV)

También comprendido dentro del significado de la memoria descriptiva se encuentra maitansinoide de férmula (XXV),
denominado en la presente memoria: _PEG4-NMeAc-DM4

. Pty

o

‘“\\\

g

(XXV)

También comprendido dentro del significado de la memoria descriptiva se encuentra el maitansinoide de férmula
(XXVI), denominado en la presente memoria: PEG8-NHAc-DM4
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(XXVI)

También comprendido dentro del significado de la memoria descriptiva se encuentra el maitansinoide de férmula
(XXVII), denominado en la presente memoria: _PEG4-Allyl-DM4

ey

(XXVII)

Los maitansinoides que contienen un grupo reactivo, tal como DM4, se hacen reaccionar con un anticuerpo, tal
como el anticuerpo 2H11R35R74, para producir conjugados citotoxicos, en donde el citotéxico se acopla
covalentemente al anticuerpo. Estos conjugados se pueden purificar mediante HPLC o filtracion en gel.

Un aspecto de la memoria descriptiva es un conjugado del anticuerpo 2H11R35R74, o de una versién humanizada
de este, dicho conjugado comprende un agente citotdxico acoplado covalentemente a dicho anticuerpo
2H11R35R74, dicho agente citotdxico se elige entre el maitansinoide de formula (XIII) y el maitansinoide de férmula
(XIV). Segun se describe en la presente memoria, la conjugacién del maitansinoide de férmula (XIII) con el
anticuerpo 2H11R35R74 de la invencion resultara en un conjugado 2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4. En otro
aspecto, el maitansinoide de formula (XIV) se conjuga con el anticuerpo 2H11R35R74 de la invencion para
proporcionar un conjugado 2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4.

Por lo tanto, una realizacion preferida se refiere a un conjugado de anticuerpo-farmaco que tiene una estructura que

consiste en la estructura de la féormula (XV):
O S
S
\JLN 0 |_-Ab
H 4
O

(XV)
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en donde Ab es un anticuerpo de la invenciéon y n es un numero entero comprendido entre 1 y 15. Preferiblemente, n
esta comprendido entre 1 y 10. Incluso méas preferiblemente, n estd comprendido entre 5 y 7. En otra realizacion
adicionalmente preferida, el anticuerpo de la invencion es el anticuerpo 2H11R35R74 o una versién humanizada de
este, y el conjugado es un conjugado 2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4.

Por lo tanto, otra realizacién preferida se refiere a un conjugado de anticuerpo-farmaco que tiene una estructura que
consiste en la estructura de la férmula (XVI):

o
S —
\ \&’\/&Nx\%o\/ﬂ\m/m
N H 4
0 o s

(XVI)

en donde Ab es un anticuerpo de la invenciéon y n es un numero entero comprendido entre 1 y 15. Preferiblemente, n
esta comprendido entre 1 y 10. Incluso méas preferiblemente, n estd comprendido entre 5 y 7. En otra realizacion
adicionalmente preferida, el anticuerpo de la invencion es el anticuerpo 2H11R35R74 o una versién humanizada de
este, y el conjugado es un conjugado 2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4.

Se proporcionan varios esquemas excelentes para producir dichos conjugados de anticuerpo-maitansinoide en la
patente estadounidense n.° 6.333.410 y las solicitudes estadounidenses nims. 09/867.598, 10/161.651 y 10/024.290.

Segun se explicé anteriormente, en general, el conjugado se puede obtener mediante un proceso que comprende
las etapas de:

(i) poner en contacto una disolucién acuosa, opcionalmente tamponada, de un anticuerpo con una disolucién de un
maitansinoide;

(i) después, separar opcionalmente el conjugado que se formd en (i) de los reactivos que no hicieron reaccion y
cualquier aglomerado que pueda estar presente en la disolucion.

Mas especificamente, se puede incubar una disoluciéon de un anticuerpo en tampoén acuoso con un exceso molar de
maitansinoide que tiene un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo. La mezcla de reacciéon se puede aplacar
mediante la adiciéon de un exceso de amina (tal como etanolamina, taurina, etc.). El conjugado de maitansinoide-
anticuerpo a continuacién se puede purificar mediante filtracion en gel.

En un aspecto del proceso, el anticuerpo es el anticuerpo mu2H11R35R74 o una version humanizada de este. En
otro aspecto de dicho proceso, el agente citotdxico es un agente citotoxico elegido entre:

el compuesto de formula (XVII):
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(XVII)

en donde Y es N-succinimidiloxi, N-sulfosuccinimidiloxi, N-ftalimidiloxi, N-sulfoftalimidiloxi, 2-nitrofeniloxi, 4-
nitrofeniloxi, 2,4-dinitrofeniloxi, 3-sulfonil-4-nitrofeniloxi, 3-carboxi-4-nitrofeniloxi, imidazolilo o dtomo de halégeno; y

el compuesto de formula (XVIII):
: /\J(I)\
H 4
0] O

(XVII)

en donde Y es N-succinimidiloxi, N-sulfosuccinimidiloxi, N-ftalimidiloxi, N-sulfoftalimidiloxi, 2-nitrofeniloxi, 4-
nitrofeniloxi, 2,4-dinitrofeniloxi, 3-sulfonil-4-nitrofeniloxi, 3-carboxi-4-nitrofeniloxi, imidazolilo o &tomo de halégeno.

Un ejemplo de un proceso que se puede usar con el anticuerpo y un compuesto de formula (XVII) o (XVIII) se
proporciona en el Ejemplo 1.

La cantidad de moléculas de maitansinoide unidas por molécula de anticuerpo (“relacién entre farmaco y anticuerpo”
o “DAR”, por sus siglas en inglés) se puede determinar espectrofotométricamente al medir la relacién de la
absorbancia a 252 nm y 280 nm de una disolucién del conjugado sustancialmente purificado (es decir, después de la
etapa (ii)). En particular, dicha DAR se puede determinar espectrofotométricamente usando los coeficientes de
ext|n0|on medidos a respectivamente 280 y 252 nm para el anticuerpo: eass0= 224 000 M' em™ Y €aos2 = 82 880 M
cm ; asumiendo un peso molecular promedio de 160 000 para el anticuerpo y para el maitansinoide, €pzgo= 5180 M’
'em Y €p2so= 26 159 M'em’ ) El método de célculo se deriva de Antony S. Dimitrov (ed), LLC, 2009, Therapeutic
Antibodies and Protocols, tomo 525, 445, Springer Science y se describe mas detalladamente a continuacién:

Las absorbancias para el conjugado a 252 nm (Azs2) y @ 280 nm (Azso) se miden en el pico monomérico del andlisis
SEC (que permite calcular el parametro “DAR(SEC)”) o usando un aparato espectrofotometro clasico (que permite
calcular el parametro “DAR(UV)”). Las absorbancias se pueden expresar de la siguiente manera:

Agsp = (Co X €pasp) + (Ca X €azsp)
Apzo = (Cp X €npao) + (Ca X €azan)
en donde:
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Cp Y Ca Son, respectivamente, las concentraciones en la disolucion del maitansinoide y del anticuerpo

€p252 Y €p28o SON, respectivamente, los coeficientes de extincidn molar del maitansinoide a 252 nm y 280 nm
€azs2 Y €280 SON, respectivamente, los coeficientes de extincién molar del anticuerpo a 252 nm y 280 nm.
La resolucién de estas dos ecuaciones con dos incognitas conduce a las siguientes ecuaciones:

Co = [{Eanao X Assz) - (€nosp X Azan)] / [(€nzs2 X Enzao) - (Eazen X Enza0)]

Ca = [Azso — (Co X €pzsod] / €azeo

A continuacion, se calcula la DAR promedio a partir de la relaciéon entre la concentracion del farmaco y la del
anticuerpo:

DAR = Cp /Ca

La DAR promedio medida con un espectrofotometro de UV (DAR(UV)) es mas particularmente mayor que 4, mas
particularmente, entre 4 y 10, incluso mas particularmente, entre 4 y 7, incluso mas particularmente, entre 55y 8 e
incluso mas particularmente entre 59y 7,5

En un aspecto adicional, la memoria descriptiva describe un conjugado del anticuerpo 2H11R35R74, o de una
version humanizada de este, y un compuesto de formula (XVII) o (XVIII), en donde la DAR comprende entre 4 y 7
moléculas de maitansinoide/molécula de anticuerpo, dicha DAR se determina al medir por via espectrofotométrica la
relacién de la absorbancia a 252 nm y 280 nm de una disolucion del conjugado sustancialmente purificado.

Los conjugados que se pueden obtener mediante el proceso descrito anteriormente estan comprendidos dentro del
alcance de la presente memoria descriptiva. En un aspecto particular, dichos conjugados tienen una estructura
elegida entre la formula (XV) y la féormula (XVI), en donde Ab es un anticuerpo de la invenciéon y en donde n esta
comprendido entre 4 y 10. En una realizacién preferida, n esta comprendido entre 4 y 7. En otra realizacion preferida,
dichos conjugados tienen la estructura de la féormula (XV).

Los conjugados de anticuerpos con farmacos maitansinoides se pueden evaluar para determinar su capacidad para
suprimir la proliferacion de diversas lineas celulares indeseadas in vitro. Por ejemplo, las lineas celulares tales como
la linea de carcinoma epidermoide humano A-431, la linea celular de cancer de pulmén microcitico humano SW2, la
linea de tumor mamario humano SKBR3 y la linea celular de linfoma de Burkitt Namalwa se pueden usar facilmente
para evaluar la citotoxicidad de estos compuestos. Las células a evaluar se pueden exponer a los compuestos
durante 24 horas y medir las fracciones de células supervivientes en ensayos directos mediante métodos conocidos.
A continuacion, se pueden calcular los valores de Clsg a partir de los resultados de los ensayos.

Derivados de tomaimicina

El citotdxico, segin se describe en la presente memoria, también puede ser un derivado de tomaimicina. Los
derivados de tomaimicina son pirrolo[1,4]benzodiazepinas (PBD), una clase conocida de compuestos que ejercen
sus propiedades bioldgicas al unirse covalentemente al N2 De guanina en al surco menor del ADN. Los PBD
incluyen varios que se unen al surco menor tales como antramicina, neotramicina y DC-81.

Los derivados nuevos de tomaimicina que conservan una citotoxicidad alta y pueden enlazarse de manera eficaz a
agentes de unién a célula y se describen en la solicitud internacional n.° PCT/IB2007/000142. Los complejos de
agente de union a célula-derivado de tomaimicina permiten que se aplique la medicién total de la accion citotoxica
de los derivados de tomaimicina de manera dirigida solo contra células indeseadas y se evitan, de esta manera,
efectos secundarios debido al dafio a células sanas que no son diana.

El agente citotoxico segun la presente memoria descriptiva comprende uno o mas derivados de tomaimicina,
enlazados a un agente de unién a célula, tal como el anticuerpo 2H11R35R74, a través de un grupo de enlace. El
grupo de enlace es parte de un resto quimico que se une covalentemente a un derivado de tomaimicina a través de
métodos convencionales. En una realizacion preferida, el resto quimico se puede unir covalentemente al resto de
tomaimicina a través de una union disulfuro.

Los derivados de tomaimicina utiles en la presente memoria descriptiva tienen la formula (XX) que se muestra a
continuacion:
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X-An-T-A'n'-X.

Yn

(XX)
en donde
---- representa una unién simple opcional;
---- representa una unién simple o una unién doble;

siempre que cuando ---- representa una unién simple, U y U, iguales o diferentes, representan independientemente
H, y W y W', iguales o diferentes, se seleccionan independientemente del grupo que consiste en OH, un éter tal
como -OR, un éster (p. €j., un acetato), tal como -OCOR, un carbonato tal como -OCOOR, un carbamato tal como -
OCONRR', un carbamato ciclico, de manera que N10 y C11 sean una parte del ciclo, una urea tal como -NRCONRR,
un tiocarbamato tal como -OCSNHR, un tiocarbamato ciclico de manera que N10 y C11 sean una parte del ciclo, -
SH, un sulfuro tal como -SR, un sulféxido tal como -SOR, una sulfona tal como -SOOR, un sulfonato tal como -SO3 -,
una sulfonamida tal como -NRSOOR, una amina tal como -NRR', amina opcionalmente ciclica de manera que N10 y
C11 sean una parte del ciclo, un derivado de hidroxilamina tal como -NROR?', una amida tal como -NRCOR, un azido
tal como -N3, un ciano, un halo, un trialquil o triarilfosfonio, un grupo derivado de aminoéacido; Preferiblemente, W y
W' son iguales o diferentes y son OH, OMe, OEt, NHCONH, SMe;

y cuando ---- representa una unién doble, U y U' estan ausentes y W y W' representan H;

= R1, R2, R1', R2' son iguales o diferentes y se eligen independientemente de Haluro o Alquilo opcionalmente
sustituido por uno o més Hal, CN, NRR', CFs, OR, Arilo, Het, S(O)qR, 0 R1 y R2 y R1'y R2' forman juntos una unién
doble que contiene grupo =B y =B' respectivamente.

Preferiblemente, R1 y R2 y R1'y R2' forman juntos una unién doble que contiene grupo =B y =B' respectivamente.

= B y B' son iguales o diferentes y se eligen independientemente de Alquenilo que esta opcionalmente sustituido por
uno o mas Hal, CN, NRR', CFs, OR, Arilo, Het, S(O)4R o B y B' representan un atomo de oxigeno.

Preferiblemente, B=B'.

Mas preferiblemente, B=B'= =CH, 0 =CH-CH3,

= X, X' son iguales o diferentes y se eligen independientemente de uno o mas -O-, -NR-, -(C=0)-, -S(O)q-.
Preferiblemente, X=X'.

Mas preferiblemente, X=X'=0.

= A, A’ son iguales o diferentes y se eligen independientemente de Alquilo o Alquenilo que contiene opcionalmente
un oxigeno, un nitrégeno o un atomo de azufre, cada uno opcionalmente sustituido por uno o mas Hal, CN, NRR',
CF3, OR, S(O)4R, Arilo, Het, Alquilo, Alquenilo.

Preferiblemente, A=A'.

Mas preferiblemente, A=A'= alquilo insustituido lineal.

=Y, Y' son iguales o diferentes y se eligen independientemente de H, OR;
Preferiblemente, Y=Y".

Mas preferiblemente, Y=Y'=0OAlquilo, mas preferiblemente OMetilo.

= T s -NR-, -O-, -S(O)q-, 0 un arilo, cicloalquilo, heterociclico o heteroarilo de 4 a 10 miembros, cada uno
opcionalmente sustituido por uno o méas Hal, CN, NRR', CF3, R, OR, S(O)4R y/o enlazador(es), o un Alquilo
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ramificado, opcionalmente sustituido por uno o més Hal, CN, NRR', CFs, OR, S(O)4R y/o enlazador(es), o un Alquilo
lineal sustituido por uno o méas Hal, CN, NRR', CF3, OR, S(O)4R y/o enlazador(es).

Preferiblemente, T es un arilo o heteroarilo de 4 a 10 miembros, mas preferiblemente fenilo o piridilo, opcionalmente
sustituido por uno o méas enlazador(es).

Dicho enlazador comprende un grupo de enlace. Los grupos de enlace adecuados se conocen en la técnica e
incluyen tiol, sulfuro, grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos sensibles a acido, grupos fotolabiles, grupos sensibles
a peptidasa y grupos sensibles a esterasa. Se prefieren los grupos disulfuro y grupos tioéter.

Cuando el grupo de enlace es un grupo que contiene tiol-, sulfuro (o el llamado tioéter -S-) o disulfuro (-S-S-), la
cadena lateral que lleva el grupo tiol, sulfuro o disulfuro puede ser lineal o ramificada, aromatica o heterociclica. El
experto en la técnica puede identificar sin inconvenientes las cadenas laterales adecuadas.

Preferiblemente, dicho enlazador es de férmula:
-G-D-(Z2)p-S-Z'

donde

G es una union simple o doble, -O-, -S- 0 -NR-;

D es una unién simple o -E-, -E-NR-, -E-NR-F-, -E-O-, -E-O-F-, -E-NR-CO-, -E-NR-CO-F-, -E-CO-, -CO-E-, -E-CO-F,
-E-S-, -E-S-F-, -E-NR-C-S-, -E-NR-CS-F-;

donde E y F son iguales o diferentes y se eligen independientemente de -(OCH2CH2)iAlquilo(OCH2CH2)j-, -
Alquilo(OCH2CH2)i-Alquilo-, -(OCH2CH2)i-, - (OCH2CH?2)iCicloalquilo(OCH2CH2)j-, -
(OCH2CH2)iHeterociclico(OCH2CH2)j-, - (OCH2CH2)iArilo(OCH2CH2)j-, -(OCH2CH2)iHeteroarilo(OCH2CH2)j-, -
Alquilo-(OCH2CH2)iAlquilo(OCH2CH2)j-, -Alquilo-(OCH2CH2)i-, -Alquilo-(OCH2CH2)iCicloalquilo(OCH2CH2)j-, -
Alquilo(OCH2CH2)iHeterociclico(OCH2CH2)j-, - Alquilo-(OCH2CH2)iArilo(OCH2CH2)j-, -
Alquilo(OCH2CH2)iHeteroarilo(OCH2CH2)j-, - Cicloalquilo-Alquilo-, -Alquilo-Cicloalquilo-, -Heterociclico-Alquilo-, -
Alquilo-Heterociclico-, -AlquiloArilo-, -Arilo-Alquilo-, -Alquilo-Heteroarilo-, -Heteroarilo-Alquilo- lineal o ramificado;

donde iy j, idénticos o diferentes son nimeros enteros y se eligen independientemente de 0, 1 a 2000;
Z es -Alquilo- lineal o ramificado;
pes0o1;

Z' representa H, un grupo protector tiol tal como COR, R20 o SR20, en donde R20 representa H, metilo, Alquilo,
Cicloalquilo, arilo, heteroarilo o heterociclico opcionalmente sustituido, siempre que cuando Z' es H, dicho
compuesto esté en equilibrio con el compuesto correspondiente formado median ciclacién intramolecular que resulta
de la adicién del grupo tiol -SH en la unién imina -NH= de uno de los restos PBD.

= n, n', iguales o diferentes son 0 o 1.
=qes0,102.

= R, R' son iguales o diferentes y se eligen independientemente de H, Alquilo, Arilo cada uno opcionalmente
sustituido por Hal, CN, NRR', CF3, R, OR, S(O)qR, Arilo, Het;

o0 sus sales, hidratos o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, o la estructura polimérfica cristalina de estos
compuestos o sus isbmeros, racematos, diaesteredmeros o enantiémeros 6pticos.

Los compuestos de la formula general (XX) que tiene esterecisbmeros y geométricos son también parte de la
memoria descriptiva.

Se sabe que la unién doble N-10, C-11 de derivados de tomaimicina de férmula (XX) se puede convertir sin
inconvenientes de manera reversible en aductos de imina correspondientes en presencia de agua, un alcohol, un tiol,
una amina primaria o secundaria, urea y otros nucledfilos. Este proceso es reversible y puede regenerar facilmente
los derivados de tomaimicina correspondientes en presencia de un agente deshidratante, en un disolvente organico
no prético, al vacio o a temperaturas elevadas (Z. Tozuka, 1983, J. Antibiotics, 36: 276).

Por lo tanto, los derivados de tomaimicina reversibles de féormula general (XXI) también se pueden usar en la
presente memoria descriptiva:
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X-An-T-A'n'-X'

(XX1)

donde A, X, Y, n, T, A, X, Y, n', R1, R2, R1', R2' se definen como en la férmula (XX) y W y W' son iguales o
diferentes y se seleccionan del grupo que consiste en OH, un éter tal como -OR, un éster (p. €j., un acetato), tal
como -OCOR, -COOR, un carbonato tal como -OCOOR, un carbamato tal como - OCONRR', un carbamato ciclico,
de manera que N10 y C11 sean una parte del ciclo, una urea tal como -NRCONRR!', un tiocarbamato tal como -
OCSNHR, un tiocarbamato ciclico de manera que N10 y C11 sean una parte del ciclo, -SH, un sulfuro tal como -SR,
un sulféxido tal como -SOR, una sulfona tal como -SOOR, un sulfonato tal como -SOS3 -, una sulfonamida tal como -
NRSOOR, una amina tal como -NRR', amina opcionalmente ciclica de manera que N10 y C11 sean una parte del
ciclo, un derivado de hidroxilamina tal como -NROR', una amida tal como -NRCOR, - NRCONRR!', un azido tal como
-N3, un ciano, un halo, un trialquil o triarilfosfonio, un grupo derivado de aminoacido. Preferiblemente, W y W' son
iguales o diferentes y son OH, Ome, Oet, NHCONH2, SMe.

Los compuestos de férmula (XXI), por lo tanto, pueden considerarse como solvatos, incluida agua cuando el
disolvente es agua; estos solvatos pueden ser particularmente Utiles.

Los compuestos preferidos son los de formula (XXII) o (XXIII):

X-An-T-A'n"-X’ N—_H

v Y N

o O

(XX
X-An-T-A'n"-X! N—_H

v Y N

I o)
(XX

donde X, X', A, ALY, Y', T, n, n'se definen como anteriormente.

Los compuestos de férmula (XX) pueden prepararse de diversas formas conocidas para los expertos en la técnica.
Los compuestos se pueden sintetizar, por ejemplo, mediante aplicacion o adaptaciéon de los métodos descritos mas
adelante, o variaciones a estos segUn apreciara el experto. Las modificaciones y sustituciones adecuadas se
apreciaran sin inconvenientes y se conocen o se pueden obtener sin inconvenientes en la literatura cientifica dirigida
a los expertos en la técnica. En particular, dichos métodos se pueden encontrar en R.C. Larock, Comprehensive
Organic Transformations, Wiley-VCH Publishers, 1999.

Los métodos para sintetizar los derivados de tomaimicina que se pueden usar en la memoria descriptiva se
describen en la solicitud internacional n.° PCT/IB2007/000142. Los compuestos de la presente memoria descriptiva
se pueden preparar mediante una variedad de vias sintéticas. Los reactivos y materiales de partida estan
disponibles comercialmente, o se pueden sintetizar sin inconvenientes mediante técnicas conocidas para el experto
en la técnica (véase, por ejemplo, WO 00/12508, WO 00/12507, WO 2005/040170, WO 2005/085260, FR1516743,
M. Mori et al., 1986, Tetrahedron, 42: 3793-3806).
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Las moléculas de conjugado de la memoria descriptiva se pueden formar mediante el uso de cualquier técnica. Los
derivados de tomaimicina de la memoria descriptiva se pueden enlazar a un anticuerpo u otro agente de union a
célula a través de un enlazador sensible a acido o mediante un enlazador fotolabil. Los derivados se pueden
condensar con un péptido que tiene una secuencia adecuada y posteriormente enlazarse a un agente de union a
célula para producir un enlazador sensible a peptidasa. Los conjugados se pueden preparar para que contengan un
grupo hidroxilo primario, que se pueden acilar y después enlazar a un agente de unidén a célula para producir un
conjugado que se puede escindir mediante esterasas intracelulares para liberar el derivado libre. Preferiblemente,
los derivados se sintetizan para que contengan un grupo tiol libre o protegido, y después uno o mas derivados que
contienen disulfuro o tiol se enlazan cada uno covalentemente al agente de union a célula a través de una unién
disulfuro o un enlace tioéter.

Se describen numerosos métodos de conjugacion en USP 5.416.064 y USP 5.475.092. Los derivados de
tomaimicina se pueden modificar para proporcionar un grupo amino libre y después enlazarse a un anticuerpo u otro
agente de unién a célula a través de un enlazador sensible a acido o un enlazador fotolabil. Los derivados de
tomaimicina con un grupo amino o carboxilo libre se pueden condensar con un péptido y posteriormente enlazarse a
un agente de union a célula para producir un enlazador sensible a peptidasa. Los derivados de tomaimicina con un
grupo hidroxilo libre en el enlazador se pueden acilar y después enlazar a un agente de unién a célula para producir
un conjugado que se puede escindir mediante esterasas intracelulares para liberar el farmaco libre. Lo mas
preferiblemente, los derivados de tomaimicina se tratan para crear un grupo tiol libre o protegido, y después los
dimeros de tomaimicina que contienen disulfuro o tiol se enlazan al agente de unién a célula a través de uniones
disulfuro.

Preferiblemente, los conjugados de anticuerpo monoclonal- o agente de unién a célula-derivado de tomaimicina son
los que se ligan a través una union disulfuro, segin se describié anteriormente, que son capaces de suministrar
derivados de tomaimicina. Dichos conjugados de unién a célula se preparan mediante métodos conocidos tales
como modificar anticuerpos monoclonales son succinimidil piridil-ditiopropionato (SPDP) (Carlsson et al., 1978,
Biochem. J., 173: 723-737). El grupo tiopiridilo resultante a continuacion se desplaza mediante tratamiento con
derivados de tomaimicina que contienen tiol para producir conjugados enlazados por disulfuro. Alternativamente, en
el caso de derivados de tomaimicina con arilditio, la formacién del conjugado de unién a célula se lleva a cabo
mediante el desplazamiento directo del aril-tiol del derivado de tomaimicina mediante grupos sulfhidrilo introducidos
previamente en las moléculas del anticuerpo. Los conjugados que contienen 1 a 10 farmacos derivados de
tomaimicina enlazados a través de un puente disulfuro se preparan sin inconvenientes mediante cualquier método.

Mas especificamente, una disoluciéon del anticuerpo modificado por ditio-nitropiridilo a una concentracion de 2,5
mg/ml en tampo6n de fosfato potasico 0,05 M, a pH 7,5 que contiene 2 mM de EDTA se trata con el derivado de
tomaimicina que contiene tiol (1,3 eq. molar/grupo ditiopiridilo). La liberaciéon de nitropiridinationa del anticuerpo
modificado se monitorea espectrofotométricamente a 325 nm y se completa en aproximadamente 16 horas. El
conjugado de anticuerpo-derivado de tomaimicina se purifica y libera del farmaco que no hizo reacciéon y otro
material de bajo peso molecular mediante filtracién en gel a través de una columna de Sephadex G-25 o Sephacryl
S300. La cantidad de restos de derivado de tomaimicina unidos por molécula de anticuerpo se puede determinar al
medir la relacion de la absorbancia a 230 nm y 275 nm. Se puede enlazar un promedio de 1-10 moléculas de
derivado de tomaimicina/molécula de anticuerpo a través de uniones disulfuro mediante este método.

El efecto de la conjugacion sobre la afinidad de unién hacia las células que expresan antigeno se puede determinar
usando los métodos descritos anteriormente por Liu et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 93: 8618-8623. La
citotoxicidad de los derivados de tomaimicina y sus conjugados con anticuerpo para lineas celulares se puede medir
mediante retroextrapolacion de curvas de proliferacion celular, segun se describe en Goldmacher et al., 1985, J.
Immunol., 135: 3648-3651. La citotoxicidad de estos compuestos para lineas celulares adherentes se puede
determinar mediante ensayos clonogénicos, segln se describe en Goldmacher et al., 1986, J. Cell Biol., 102: 1312-
1319.

Analogos de CC-1065

El agente citotoxico usado en los conjugados citotdxicos segln la presente memoria descriptiva también puede ser
un CC-1065 o un derivado de este.

CC-1065 es un potente antibidtico antitumoral aislado a partir de caldo de cultivo de Streptomyces zelensis. CC-
1065 es aproximadamente 1000 veces mas potente in vitro que los farmacos antineoplasicos usados comiunmente,
tales como doxorrubicina, metotrexato y vincristina (B.K. Bhuyan et al., 1982, Cancer Res., 42, 3532-3537). CC-1065
y sus analogos se describen en las patentes estadounidenses nims. 6.372.738, 6.340.701, 5.846.545 y 5.585.499.

La potencia citotoxica de CC-1065 se ha correlacionado con su actividad alquilante y su actividad de unién al ADN o
de intercalacion de ADN. Estas dos actividades residen en partes separadas de la molécula. Por lo tanto, la actividad
alquilante esta contenida en la subunidad ciclopropapirroloindol (CPI) y la actividad de union a ADN residen en las
dos subunidades pirroloindol.

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2716812 T3

Aunque CC-1065 tiene ciertas caracteristicas atractivas como agente citotoxico, tiene limitaciones en el uso
terapéutico. La administracién de CC-1065 a ratones caus6 una hepatotoxicidad retardada que condujo a la
mortalidad el dia 50 después de una dosis intravenosa simple de 12,5 ug/kg (V. L. Reynolds et al., 1986, J.
Antibiotics, XXIX: 319-334). Esto ha incentivado esfuerzos para desarrollar analogos que no causen toxicidad
retardada, y se ha descrito la sintesis de analogos mas simples modelados a partir de CC-1065 (M.A. Warpehoski et
al., 1988, J. Med. Chem., 31: 590-603).

En otra serie de analogos, el resto CPI se reemplazé por un resto ciclopropalc]benz[elindol (CBI) (D.L. Boger et al.,
1990, J. Org. Chem., 55: 5823-5833; D.L. Boger et al., 1991, BioOrg. Med. Chem. Lett., 1: 115-120). Estos
compuestos mantienen la potencia in vitro alta del farmaco genitor, sin causar toxicidad retardada en ratones. Al
igual que CC-1065, estos compuestos son agentes alquilantes que se unen al surco menor del ADN de manera
covalente para provocar la muerte celular. Sin embargo, la evaluacion clinica de los analogos mas prometedores,
Adozelesina y Carzelesina, condujo a resultados decepcionantes (B.F. Foster et al., 1996, Investigational New Drugs,
13: 321-326; |. Wolff et al., 1996, Clin. Cancer Res., 2: 1717-1723). Estos farmacos exhiben escasos efectos
terapéuticos debido a su elevada toxicidad sistémica.

La eficacia terapéutica de los anélogos de CC-1065 se puede mejorar en gran medida al cambiar la distribucion in
vivo a través del suministro dirigido al sitio del tumor, que resulta en toxicidad mas baja en los tejidos que no son
dianay, por lo tanto, toxicidad sistémica mas baja. Para lograr este objetivo, se han descrito conjugados de analogos
o derivados de CC-1065 con agentes de union a célula que se dirigen especificamente a células tumorales (patentes
estadounidenses; 5.475.092; 5.585.499; 5.846.545). Estos conjugados exhiben tipicamente citotoxicidad especifica
para la diana elevada in vitro y excelente actividad antitumoral en modelos de xenoinjerto de tumor humano en
ratones (R.V. J. Chari et al., 1995, Cancer Res., 55: 4079-4084).

Recientemente, se han descrito profarmacos de analogos de CC-1065 con solubilidad potenciada en medio acuoso
(solicitud de patente europea n.° 06290379.4). En estos profarmacos, el grupo fendlico de la porcién alquilante de la
molécula se protege con una funcionalidad que vuelve al farmaco estable tras el almacenamiento en disolucion
acuosa acida, y confiere al farmaco solubilidad en agua aumentada en comparacién con un analogo desprotegido. El
grupo protector se escinde sin inconvenientes in vivo a pH fisiolégico para proporcionar el farmaco activo
correspondiente. En los profarmacos descritos en EP 06290379.4, el sustituyente fendlico se protege como un &cido
sulfénico que contiene fenilcarbamato que posee una carga a pH fisiolégica y, por lo tanto, solubilidad en agua
potenciada. Para potenciar adicionalmente la solubilidad en agua, se puede introducir un separador de
polietilenglicol opcional en el enlazador entre la subunidad indolilo y la ligadura escindible tal como un grupo
disulfuro. La introduccion de este separador no altera la potencia del farmaco.

Los métodos para sintetizar los analogos de CC-1065 que se pueden usar en los conjugados citotdxicos de la
presente memoria descriptiva, junto con métodos para conjugar los analogos a agentes de unién a célula tales como
anticuerpos, se describen en detalle en EP 06290379.4 y las patentes estadounidenses nums. 5.475.092, 5.846.545,
5.585.499, 6.534.660 y 6.586.618 y en las solicitudes estadounidenses nums. 10/116.053 y 10/265.452.

Otros farmacos

Los farmacos tales como metotrexato, daunorrubicina, doxorrubicina, vincristina, vinblastina, melfalan, derivados de
leptomicina, mitomicina C, clorambucilo, caliqueamicina, tubulisina y analogos de tubulisina, duocarmicina y
analogos de duocarmicina, dolastatina y analogos de dolastatina tales como auristatinas son también adecuados
para la preparacién de conjugados de la presente memoria descriptiva. Las moléculas de farmaco también se
pueden enlazar a las moléculas de anticuerpo a través de una molécula portadora intermediaria tal como
seroalbumina. Los compuestos de doxorrubicina y daunorrubicina, segun se describen, por ejemplo, en la patente
estadounidense n.° 6.630.579, también pueden ser agentes citotoxicos utiles.

Composicion terapéutica

La invencién también se refiere a una composicion terapéutica para el tratamiento de un trastorno hiperproliferativo
en un mamifero que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencién y un
portador farmacéuticamente aceptable. En una realizacién, dicha composicién farmacéutica es para el tratamiento
del cancer que incluye (pero no se limita a) los siguientes: carcinoma, incluidos los de vejiga, mama, colon, rifidn,
higado, pulmén, ovario, pancreas, estémago, cuello uterino, tiroides y piel; incluido el carcinoma de células
escamosas; tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, incluida, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfoblastica aguda, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Burkitt; tumores hematopoyéticos de
linaje mieloide, incluidas leucemias mielégenas agudas y cronicas y leucemia promielocitica; tumores de origen
mesenquimatoso, incluidos fibrosarcoma y rabdomiosarcoma; otros tumores, incluidos melanoma, seminoma,
teratocarcinoma, neuroblastoma y glioma; tumores del sistema nervioso central y periférico, incluidos astrocitoma,
neuroblastoma, glioma y schwannomas; tumores de origen mesenquimatoso, incluidos fibrosarcoma,
rabdomiosarcoma y osteosarcoma; u otros tumores, incluido melanoma, xerodermia pigmentosa, queratoacantoma,
seminoma, cancer folicular tiroideo y teratocarcinoma, y otros canceres todavia por determinar en los que EphA2 se
expresa predominantemente. En una realizacion preferida, las composiciones farmacéuticas de la invencién se usan
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para el tratamiento del cancer de pulmén, mama, colon, préstata, rindn, pancreas, ovarios, cuello uterino y érganos
linfaticos, osteosarcoma, carcinoma sinovial, un sarcoma, de vias respiratorias y digestivas altas, un glioma, gastrico,
hepatico u otros carcinomas en los que se expresa EphA2. En particular, el cancer es un cancer metastasico. En
otra realizacion, dicha composicién farmacéutica se relaciona con otros trastornos tales como, por ejemplo,
enfermedades autoinmunitarias, tales como lupus sistémico, artritis reumatoide y esclerosis multiple; rechazos de
injerto, tales como rechazo de trasplante renal, rechazo de trasplante hepatico, rechazo de trasplante pulmonar,
rechazo de trasplante cardiaco y rechazo de trasplante de médula ésea; enfermedad del injerto contra el hospedante;
infecciones viricas, tales como infeccion por mV, infeccién por VIH, SIDA, etc.; e infecciones parasitarias, tales como
giardiasis, amebiasis, esquistosomiasis y otras segun lo determinar el experto en la técnica.

La presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden:

una cantidad eficaz de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o conjugado de anticuerpo de la presente invencion,
y

un portador farmacéuticamente aceptable, que puede ser inerte o fisiolégicamente activo.

Segun se usa en la presente memoria, “portadores farmacéuticamente aceptables” incluyen todos y cualesquiera
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, y similares que son
fisiologicamente compatibles. Los ejemplos de portadores, diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen uno o mas
de agua, disolucion salina, disolucién salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como
combinaciones de estos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotdénicos, tales como azicares,
polialcoholes o cloruro de sodio en la composicién. En particular, los ejemplos relevantes de portador adecuado
incluyen: (1) disolucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco, pH ~ 7,4, que contiene o no contiene
aproximadamente 1 mg/ml a 25 mg/ml de seroalbimina humana, (2) disolucién salina al 0,9 % (0,9 % p/v de cloruro
de sodio (NaCl)), y (3) dextrosa al 5 % (p/v); y también pueden contener un antioxidante tal como triptamina y un
agente estabilizante tal como Tween 20.

Las composiciones en la presente memoria también pueden contener un agente terapéutico adicional, segun sea
necesario para el trastorno especifico que se esté tratando. Preferiblemente, el anticuerpo, fragmento de anticuerpo
0 conjugado de anticuerpo de la presente invencion, y el compuesto complementariamente activo tendran
actividades complementarias, no se afectan de manera adversa entre si. En una realizacion preferida, el agente
terapéutico adicional es un antagonista de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, por sus siglas en inglés),
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus siglas en inglés), tromboplastina histica (TF, por sus siglas en
inglés), proteina C, proteina S, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés) o
receptor HER2.

Las composiciones de la invencion pueden estar en una variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de
dosificacién liquidas, semisélidas y sdlidas, pero la forma preferida depende del modo de administracion previsto y la
aplicaciéon terapéutica. Las composiciones tipicas preferidas estan en forma de disoluciones inyectables o
infusionables. El modo de administracién preferido es parenteral (p. €j. intravenoso, intramuscular, intraperitoneal,
subcutaneo). En una realizacion preferida, las composiciones de la invenciéon se administran por via intravenosa
como un bolo o mediante infusién continua durante un periodo de tiempo. En otra realizacion preferida, se inyectan
por via intramuscular, subcutanea, intraarticular, intrasinovial, intratumoral, peritumoral, intralesional o perilesional,
para ejercer efectos terapéuticos locales, asi como sistémicos. También se pueden administrar por nebulizacion.

Se pueden preparar composiciones estériles para administracion parenteral al incorporar el anticuerpo, fragmento de
anticuerpo o conjugado de anticuerpo de la presente invencion en la cantidad necesaria al disolvente adecuado y
posteriormente someterlos a esterilizacion mediante microfiltracion. Como disolvente o vehiculo se puede usar agua,
disolucién salina, disolucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como una
combinacion de estos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, tales como azucares,
polialcoholes o cloruro de sodio en la composicion. Estas composiciones también pueden contener adyuvantes, en
particular, agentes humectantes, isotonizantes, emulsionantes, dispersantes y estabilizantes. Las composiciones
estériles para administracion parenteral también se pueden preparar en forma de composiciones solidas estériles
que se pueden disolver en el momento del uso en agua estéril o cualquier otro medio inyectable estéril.

Las dosis dependen del efecto deseado, la duracion del tratamiento y la via de administracion usada; son
generalmente de entre 5 mg y 1000 mg por dia para un adulto con dosificaciones unitarias que varian de 1 mg a 250
mg de sustancia activa.

En general, el doctor determinara la dosificacion adecuada dependiendo de la edad, peso y cualquier otro factor
especifico del sujeto que se va a tratar.

Métodos terapéuticos de uso
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En otra realizacion, la presente memoria descriptiva describe un método para inhibir la actividad del receptor EphA2
mediante la administracion de un anticuerpo que antagoniza con dicho receptor EphA2, a un paciente que lo
necesita. Cualquiera del tipo de anticuerpos, fragmentos de anticuerpo o conjugados citotéxicos de la invencién se
puede usar terapéuticamente. La memoria descriptiva, por lo tanto, incluye el uso de anticuerpos anti-EphA2
antagonistas, fragmentos de estos, o conjugados citotoxicos de estos como medicamentos. En una realizacién
preferida, el anticuerpo anti-EphA2 antagonista es el anticuerpo 2H11R35R74 o una variante humanizada de este.

Segun se describe en la presente memoria, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo o conjugados citotoxicos de la
invencion se usan para el tratamiento de un trastorno hiperproliferativo en un mamifero. En un aspecto, una de las
composiciones farmacéuticas descritas anteriormente, y que contiene un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o
conjugado citotoxico de la invencién se usa para el tratamiento de un trastorno hiperproliferativo en un mamifero.
También es una realizacion de la invencidén que los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y conjugados citotéxicos
de la invencion también se pueden usar para producir un medicamento para tratar dicho trastorno hiperproliferativo
en un mamifero. En una realizacién, el trastorno es un cancer. En particular, el cancer es un cancer metastasico. Los
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y conjugados citotéxicos de la invencion también se pueden usar para tratar
la neovascularizacion de dicho tumor neoplasico.

Por consiguiente, segun se describe en la presente memoria, las composiciones farmacéuticas de la invencion son
utiles para el tratamiento o prevencién de una variedad de canceres, que incluyen (pero no se limitan a) los
siguientes: carcinoma, incluidos los de vejiga, mama, colon, rifién, higado, pulmén, ovario, pancreas, estomago,
cuello uterino, tiroides y piel; incluido el carcinoma de células escamosas; tumores hematopoyéticos de linaje linfoide,
incluida, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de linfocitos B, linfoma de
linfocitos T, linfoma de Burkitt; tumores hematopoyéticos de linaje mieloide, incluidas leucemias mielégenas agudas
y cronicas y leucemia promielocitica; tumores de origen mesenquimatoso, incluidos fibrosarcoma y
rabdomiosarcoma; otros tumores, incluidos melanoma, seminoma, teratocarcinoma, neuroblastoma y glioma;
tumores del sistema nervioso central y periférico, incluidos astrocitoma, neuroblastoma, glioma y schwannomas;
tumores de origen mesenquimatoso, incluidos fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y osteosarcoma; u otros tumores,
incluido melanoma, xerodermia pigmentosa, queratoacantoma, seminoma, cancer folicular tiroideo y teratocarcinoma,
y otros canceres todavia por determinar en los que EphA se expresa predominantemente. En una realizacion
preferida, el cancer es un cancer de pulmén, mama, colon, prostata, riidn, pancreas, Utero, ovario, cuello uterino y
organos linfaticos, osteosarcoma, carcinoma sinovial, un sarcoma, de vias respiratorias y digestivas altas, un glioma,
gastrico, hepatico u otros carcinomas en los que se expresa EphA. En otra realizacion, dicha composicion
farmacéutica se relaciona con otros trastornos tales como, por ejemplo, enfermedades autoinmunitarias, tales como
lupus sistémico, artritis reumatoide y esclerosis multiple; rechazos de injerto, tales como rechazo de trasplante renal,
rechazo de trasplante hepatico, rechazo de trasplante pulmonar, rechazo de trasplante cardiaco y rechazo de
trasplante de médula ésea; enfermedad del injerto contra el hospedante; infecciones viricas, tales como infeccion
por mV, infeccion por VIH, SIDA, etc.; e infecciones parasitarias, tales como giardiasis, amebiasis, esquistosomiasis
y otras segun lo determinar el experto en la técnica.

De manera similar, la presente memoria descriptiva describe un método para inhibir el crecimiento de poblaciones
celulares seleccionadas que comprende poner en contacto las células diana o tejido que contiene células diana, con
una cantidad eficaz de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o conjugado de anticuerpo de la presente invencion,
0 un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o un agente terapéutico que comprende un conjugado citotéxico, ya sea
solo o en combinacién con otros agentes citotoxicos o terapéuticos.

El método para inhibir el crecimiento de poblaciones celulares seleccionadas se puede poner en practica in vitro, in
vivo 0 ex vivo. Segun se usa en la presente memoria, “inhibir el crecimiento” significa retardar el crecimiento de una
célula, disminuir la viabilidad celular, causar la muerte de una célula lisar una célula e inducir la muerte celular, ya
sea en un periodo de tiempo corto o extenso.

Los ejemplos de usos in vitro incluyen tratamientos de médula ésea autdloga antes de su trasplante al mismo
paciente para destruir las células enfermas o malignas; tratamientos de médula ésea antes de su trasplante para
destruir linfocitos T competentes y evitar la enfermedad del injerto contra el hospedante (GVHD, por sus siglas en
inglés); tratamientos de cultivos celulares para destruir todas las células excepto las variantes deseadas que no
expresan el antigeno diana; o para destruir las variantes que expresar el antigeno indeseado.

Un experto en la técnica puede determinar sin inconvenientes las condiciones para el uso no clinico in vitro.

Los ejemplos de uso clinico ex vivo son extraer células tumorales o células linfoides de la médula ésea antes del
trasplante autélogo en el tratamiento del cancer o en el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria, o extraer
linfocitos T u otras células linfoides de médula 6sea o tejido autélogo o alégeno antes del trasplante para evitar la
enfermedad de injerto contra hospedante (GVHD). El tratamiento se puede llevar a cabo como se indica a
continuacion. Se recoge la médula ésea del paciente u otro individuo y después se incuba en medio que contiene
suero al cual se agrega el agente citotoxico de la invencion. Las concentraciones varian de aproximadamente 10 pM
a 1 pM, durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 48 horas a aproximadamente 37 °C. Un experto
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en la técnica puede determinar sin inconvenientes las condiciones exactas de concentracién y tiempo de incubacién,
es decir, la dosis. Después de la incubacion, las células de médula 6sea se lavan con medio que contiene suero y se
devuelven al paciente mediante infusién i.v. segin métodos conocidos. En circunstancias donde el paciente recibe
otro tratamiento tal como un ciclo de quimioterapia mielosupresora o irradiacion corporal total entre el momento de la
recoleccion de la médula y la reinfusion de las células tratadas, las células de médula tratadas se almacenan
congeladas en nitrogeno liquido usando equipo médico estandar.

Para el uso clinico in vivo, el anticuerpo, el fragmento de anticuerpo de unién a epitopo o el conjugado citotdxico de
la invencion se suministrara como disoluciones que se someten a prueba para determinar su esterilidad y niveles de
endotoxinas. Los ejemplos de protocolos adecuados de administracion de conjugado citotéxico se describen a
continuacion. Los conjugados se suministran semanalmente durante 4 semanas como un bolo i.v. por semana. Las
dosis de bolo se suministran en 50 a 100 ml de disolucién salina normal a la cual se pueden agregar 5 a 10 ml de
seroalbumina humana. Las dosificaciones seran de 10 ug a 100 mg por administracion, i.v. (intervalo de 100 ng a 1
mg/kg por dia). Mas preferiblemente, las dosificaciones variaran de 50 ug a 30 mg. Los mas preferiblemente, las
dosificaciones variaran de 1 mg a 20 mg. Después de cuatro semanas de tratamiento, el paciente puede continuar
recibiendo el tratamiento semanalmente. El experto en la técnica puede determinar los protocolos clinicos
especificos en relacién con la via de administracion, excipientes, diluyentes, dosificaciones, tiempos, etc., segun lo
amerite la situacion clinica.

Diagnéstico

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la invencién también se pueden usar para detectar EphA2 en una
muestra bioldgica in vitro o in vivo. En un aspecto, los anticuerpos anti-EphA2 de la invencién se usan para
determinar el nivel de EphA2 en un tejido o en células derivadas del tejido. En un aspecto preferido, el tejido es un
tejido enfermo. En un aspecto preferido del método, el tejido es un tumor o una biopsia de este. En un aspecto
preferido del método, un tejido o una biopsia de este primero se extrae de un paciente y, a continuacion, se pueden
determinar los niveles de EphA2 en el tejido o biopsia en un inmunoensayo con los anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo de la invencion. El tejido o biopsia de este se puede congelar o fijar. El mismo método se puede usar
para determinar otras propiedades de la proteina EphA2, tales como su nivel de fosforilacion en tirosina, niveles en
superficie celular o ubicacion celular.

El método descrito anteriormente se puede usar para diagnosticar un cancer en un sujeto que se sabe o se
sospecha que tiene cancer, en donde el nivel de EphA2 medido en dicho paciente se compara con el de un sujeto
de referencia normal o patrén. Dicho método, a continuacién, se puede usar para determinar si un tumor expresa
EphA2, lo que puede sugerir que el tumor responderd bien al tratamiento con los anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo o conjugados de anticuerpo de la presente invencion. Preferiblemente, el tumor es un cancer de pulmén,
mama, colon, prostata, rindn, pancreas, utero, ovario, cuello uterino y érganos linfaticos, osteosarcoma, carcinoma
sinovial, un sarcoma, un glioma, gastrico, hepatico, de vias respiratorias y digestivas altas u otros carcinomas en los
que se expresa EphA2, y otros canceres que todavia se determinaran en los que EphA2 se expresa
predominantemente.

La presente memoria descriptiva describe, ademads, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanizados y
fragmentos de unién a epitopo de estos que se etiquetan adicionalmente para su uso en aplicaciones de
investigacion y diagnostico. En un aspecto preferido, la etiqueta es una radioetiqueta, un fluoréforo, un cromoéforo, un
agente para generacion de imagenes o un ion metalico.

También se describe un método para diagnéstico en el que dichos anticuerpos o fragmentos de unién a epitopo de
estos etiquetados se administran a un sujeto que se sospecha que tiene un cancer y se mide o monitorea la
distribucion de la etiqueta dentro del cuerpo del sujeto.

Kit

La presente memoria descriptiva también incluye kits, p. €j., que comprenden un conjugado citotdxico descrito e
instrucciones para el uso del conjugado citotoxico para destruir tipo de células especificos. Las instrucciones pueden
incluir orientaciones para usar los conjugados citotoxicos in vitro, in vivo o ex vivo.

Tipicamente, el kit tendra un compartimento que contiene el conjugado citotéxico. El conjugado citotéxico puede
estar en forma liofilizada, forma liquida u otra forma adecuada para incluirse en un kit. El kit puede contener, ademas,
elementos adicionales necesarios para poner en practica el método descrito en las instrucciones del kit, tal como
una disolucion esterilizada para reconstituir un polvo liofilizado, agentes adicionales para combinarlos con el
conjugado citotoxico antes de la administracion a un paciente, y herramientas que auxilian en la administracion del
conjugado a un paciente.

La presente invencién también se refiere a un articulo de fabricacion que comprende:
- a) un material de envasado
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- b) un anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este o un conjugado, y

¢) una etiqueta o prospecto del envase contenido dentro de dicho material de envasado que indica que dicho
anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este es eficaz para tratar el cancer.

Ejemplos

Ejemplo 1

Preparacién de conjugados

Conjugacion de 2H11R35R74 con DM4

Esquemas sintéticos generales

Ejemplo 1a: hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4

HZN\/\O/\/O\/\O/\/O\/\'rOH

CA{PEG)4 o

1) BrCH,CONHSCH,CI,
2) DIC

H O
NS O O 0.
Br/\([)r 0 o \/\(r)r N
o}

L-DM4
DMA
DIEA

et

Anticuerpo
Tampon, DMA

Ejemplo 1b: hu2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4
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Tampén, DMA

o
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H
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Método A: Cromatografia liquida de presion elevada - Espectrometria de masas (LCMS)

Se obtuvieron espectros en un sistema Waters UPLC-SQD en modo de electropulverizacién positivo y/o negativo
(ES+/-). Las condiciones cromatograficas son las siguientes: columna: ACQUITY BEH C18, 1,7 um - 2,1x30 mm;
disolventes: A: H2O (acido formico al 0,1 %) B: CH3CN (&cido férmico al 0,1 %); temperatura de columna: 45 °C;
velocidad de flujo: 0,6 ml/min; gradiente (2 min): de 5 a 50 % de B en 1 min; 1,3 min: 100 % de B; 1,45 min: 100 %
de B; 1,75 min: 5 % de B.

Método B: Cromatografia liquida de presion elevada - Espectrometria de masas (LCMS)

Se obtuvieron espectros en un sistema Waters ZQ en modo de electropulverizacion positivo y/o negativo (ES+/-).
Las condiciones cromatograficas son las siguientes: columna: XBridge C18 2,5 pum 3x50 mm; disolventes: A: H2O
(acido formico al 0,1 %) B: CHsCN (&cido férmico al 0,1 %); temperatura de columna: 70 °C; velocidad de flujo: 0,9
ml/min; gradiente (7 min): de 5 a 100 % de B en 5,3 min; 5,5 min: 100 % de B; 6,3 min: 5 % de B.

Método C: desglucosilacion y espectrometria de masas de alta resolucién de inmunoconjugado (HRMS)

Las desglucosilacion es una técnica de digestion enzimatica por medio de glucosidasa. La desglucosilacion se hace
a partir de 500 pl de conjugado + 100 pl de tampoén Tris HCI 50 mM + 10 pl de enzima glucanasa-F (100 unidades de
enzima liofilizada/ 100 pl de agua). El medio se somete a agitacion vorticial y se mantiene una noche a 37 °C. La
muestra desglucosilada a continuacion esta lista para analizarse en HRMS. Se obtuvieron espectros de masa en un
sistema Waters Q-Tof-2 en modo de electropulverizacion positivo (ES+). Las condiciones cromatograficas son las
siguientes: columna: 4 um BioSuite 250 URH SEC 4,6x300 mm (Waters); disolventes: A: formiato de amonio 25 mM
+ acido férmico al 1 % B: CH3CN; temperatura de columna: 30 °C; velocidad de flujo 0,4 ml/min; elucién isocratica
70 % de A + 30 % de B (15 min).
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Método D: Cromatografia de exclusién por tamano analitica (SEC)

> Columna: columna TSKgel G3000 SWXL 5 um, 7,8 mm x 30 cm, TOSOH BIOSCIENCE, n.° de parte de LLC:
08541

» Fase movil: KCI (0,2M), KH2PO4 (0,052M) KoHPO4 (0,107M), iPrOH (20 % en volumen)

»# Condiciones de andlisis: elucion isocratica a 0,5 ml/min durante 30 minutos
Método E: espectrometria de masas (MS)

Se obtuvieron espectros a través de ionizacion quimica (gas reactivo: amoniaco) en un sistema WATERS GCTof
(introduccion directa sin LC).

Método F: Cromatografia liquida de presién elevada - Espectrometria de masas (LCMS)

Se obtuvieron espectros en un sistema Waters UPLC-SQD en modo de electropulverizacién positivo y/o negativo
(ES+/-). Las condiciones cromatograficas son las siguientes: columna: ACQUITY BEH C18, 1,7 um - 2,1x50 mm;
disolventes: A: H2O (acido formico al 0,1 %) B: CH3CN (&cido férmico al 0,1 %); temperatura de columna: 50 °C;
velocidad de flujo: 1 ml/min; gradiente (2 min): de 5 a 50 % de B en 0,8 min; 1,2 min: 100 % de B; 1,85 min: 100 %
de B; 1,95: 5 % de B.

Abreviaturas:

AcOEt: acetato de etilo; ALK: grupo alquileno (C+4-C12), particularmente alquileno (C+4-Cs); DAR: Relacion entre
farmaco y anticuerpo; DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno; DCC: N,N'-diciclohexilcarbodiimida; DCM:
diclorometano; DEAD: dietilazodicarboxilato; DIC: N,N'-diisopropilcarbodiimide; DIPEA: N,N-diisopropiletilamina;
DMA: dimetilacetamida; DMAP: 4-dimetilaminopiridina; DME: dimetoxietano; DMF: dimetilformamida; DMSO:
dimetilsulfoxido; €: coeficiente de extincién molar; EEDQ: 2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina; EDCI: N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida; EDTA: &cido etileno-diamina-tetraacético; Fmoc: fluorenilmetoxocarbonilo;
Hal: atomo de halégeno; HOBL: 1-hidroxibenzotriazol; HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfonico; NHS: N-
hidroxisuccinimida; iPrOH: alcohol isopropilico; NMP: N-metilpirrolidinona; Rf: factor de retencién; RP: presion
reducida; RT: temperatura ambiente; SEC: cromatografia de exclusion por tamafio; TBDMS: terc-butildimetilsililo;
TEA: trietilamina; TFA: acido trifluoroacético; TFAA: anhidrido trifluoroacético; TFF: filtracion de flujo tangencial; THF:
tetrahidrofurano; TIPS: triisopropilsililo; TLC: cromatografia de capa delgada; tr: tiempo de retencion.

Contenido de tampones:
> Tampoén A (pH 6,5): NaCl (50mM), KPi (50mM), EDTA (2mM)

> Tampén HGS (pH 5,5): Histidina (10mM), Glicina (130 mM), sacarosa al 5 % (p/v), HCI (8mM)

Parametros para los calculos de la concentracion de Ab y L-DM4 (consultar el método de célculo: Therapeutic
Antibodies and Protocols, tomo 525, 445):

» Coeficientes de extincion molar para hu2H11R35R74 (224 000 a 280nM; 82 880 a 252nM) y L-DM4 (5180 a
280nM; 26 159 a 252nM), asumiendo un peso molecular promedio de 160 000 para el anticuerpo.

Ejemplo 1a:
1a.1. Preparacion del conjugado enlazado con PEG4-acetamido:

hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4
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0 OH
Con agitacion magnética, a temperatura ambiente, se agregaron 9 ml de hu2H11R35R74 (14,36 mg/ml en tampén
A), después 16,85 ml de tampon A, 3,23 ml de HEPES 1M, 1,59 ml de DMA y posteriormente 1,64 ml de una
disolucién en 10mM DMA de éster activado con L-DM4-AcNH-PEG4-CONHS. Después de 1 hora 30 minutos a
temperatura ambiente, se agregaron 0,085 ml adicionales de la disolucién en 10mM DMA del éster activado con L-
DM4-AcNH-PEG4-CONHS. Después de 1 hora 45 minutos a temperatura ambiente, el medio de conjugacién bruto
se diluya con 60 ml de tampén HGS y se purifica mediante TFF en casetes Pellicon 3. La muestra se diafiltra contra
~ 10 volumenes de muestra de tampon HGS y después se recoge. El tanque y los conductos de TFF se lavan con
10 ml adicionales de tampdn HGS. Las dos disoluciones se mezclan, se esterilizan por filiro a través de PVDF de
0,22 um, se concentran en Amicon 15 y se esterilizan por filtro a través de PVDF de 0,22 um. Por lo tanto, se
obtuvieron 17 ml de inmunoconjugado hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 (c = 5,76 mg/ml). A continuacién, se
analiza el inmunoconjugado para determinar la carga de farmaco final y la pureza monomeérica.

Analisis SEC (método D): DAR (SEC) = 5,4; RT = 16,757; pureza monomérica = 99,5 %
Datos de HRMS (método C): véase la Figura 2
1a.2. Preparacion de éster activado por L-DM4-AcNH-PEG4-CONHS:

0

Con agitacion magnética, a temperatura ambiente, se introducen 154,3 mg de L-DM4 en un vial de vidrio. A
continuacion, se agrega una disolucion de 90 mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de acido 3-[2-(2-{2-[2-(2-bromo-
acetilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-propiénico en 0,94 ml de DMA y posteriormente 36 pul de DIEA. Después de 23
horas a temperatura ambiente, el medio de reaccion se diluye con 5 ml de AcOEt y se lava con 7 ml de agua. La
fase acuosa se extrae con 5 ml de AcOEt. Las fases organicas combinadas se secan sobre sulfato de magnesio, se
concentrarse hasta secarse a presion reducida. Se obtienen 228 mg de aceite viscoso amarillo palido, cuyo producto
se diluye con una cantidad minima de DMA y se purifica mediante cromatografia ultra rapida sobre 30g de gel de
silice injertado con C18 (gradiente de elucién agua:acetonitrilo 95:5 a 5:95 en volumen). Después de la
concentracién de las fracciones 2 y 3 a presion reducida, se obtiene un aceite viscoso incoloro, cuyo producto se
diluye con una cantidad minima de DMA vy se purifica mediante cromatografia ultra rapida sobre 30g de gel de silice
injertado con C18 (gradiente de elucién agua:acetonitrilo 95:5 a 5:95 en volumen). Después de la concentracion de
las fracciones 33 a 35 a presién reducida, se obtienen 41 mg de éster activado por L-DM4-AcNH-PEG4-CONHS en
forma de un producto blanco similar a merengue, cuyas caracteristicas son las siguientes:

Espectro de masas: método B
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Tiempo de retencion (min) = 4,06
[M+H-H201+: m/z 1164; [M+H]+: m/z 1182;
[M-H+HCO2H]-: m/z 1226

RMN analisis 1H (500 MHz, & en ppm, cloroformo-d): 0,80 (s, 3 H); 1,21 (s, 3 H); 1,22 (s, 3 H); 1,25 (m, 1 H); 1,29 (d,
J=6,7 Hz, 6 H); 1,46 (m, 1 H); 1,57 (d, J=13,4 Hz, 1 H); 1,64 (s, 3 H); 1,76 a 1,83 (m, 1 H); 1,88 2 1,96 (m, 1 H); 2,18
(dd, J=2,5 et 14,3 Hz, 1 H); 2,36 (m, 1 H); 2,53 (m, 1 H); 2,61 (dd, J=12,5 et 14,3 Hz, 1 H); 2,82 a 2,92 (m, 10 H);
2,98 (d, J=16,7 Hz, 1 H); 3,03 (d, J=9,6 Hz, 1 H); 3,15 (d, J=12,9 Hz, 1 H); 3,22 (s, 3 H); 3,32 (s a, 1 H); 3,36 (s 3 H);
3,42 (m, 2 H); 3,50 (d, J=9,1 Hz, 1 H); 3,53 (1, J=5,2 Hz, 2 H); 3,58 a 3,67 (m, 13 H); 3,84 (t, J=6,4 Hz, 2 H); 3,99 (s, 3
H); 4,27 (m,1 H); 4,77 (dd, J=2,9 et 11,9 Hz, 1 H); 5,42 (q, J=6,7 Hz, 1 H); 5,66 (dd, J=9,1 et 15,4 Hz 1 H); 6,23 (s,1

H); 6,43 (dd, J=11,3 et 15,4 Hz, 1 H); 6,64 (d, J=1,1 Hz, 1 H); 6,74 (d, J=11,3Hz, 1 H); 6,85 (d, J=1, 1 Hz, 1 H); 7,08

(t, J=5,2 Hz, 1 H).

1a.3. Preparacion de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de &cido 3-[2-(2-{2-[2-(2-bromo-acetilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-
etoxi]-propidnico:

H O
N O 0 0.
Br/\lcl)/ 0 o \/\gf N
0)

Con agitacién magnética, a temperatura ambiente, se introducen 671,4 mg de acido 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-
etoxi}-etoxi)-propionico (CA(PEG)4, Pierce) en un vial de vidrio. A continuacién, se agrega una disolucion de 597,4
mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de acido bromo-acético en 14 ml de diclorometano. Después de 15 minutos a
temperatura ambiente, se agregan 0,396 ml de DIC (N,N'-diisopropilcarbodiimida). Después de 1 hora 30 minutos, el
medio de reaccién bruto se filtra sobre vidrio sinterizado y el filtrado se purifica mediante cromatografia ultra rapida
en 100g de gel de silice injertado con CN (gradiente de elucién n.heptano/iPrOH/AcOEt con porciéon de iPrOH
creciente). Después de la concentracién de las fracciones 30 a 45 a presién reducida, se obtienen 761 mg de 2,5-
dioxo-pirrolidin-1-il éster de acido 3-[2-(2-{2-[2-(2-bromo-acetilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-propidnico en forma
de un aceite incoloro, cuyas caracteristicas son las siguientes:

Espectro de masas: método A
Tiempo de retencién (min) = 0,74
[M+H]+: m/z 483/485
[M-H+HCO2H]-: m/z 527/529

Se podria preparar 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de &acido bromo-acético siguiendo el protocolo publicado
(Biochemistry, 1974, 481).

Ejemplo 1b:
1b.1. Preparacion de conjugado enlazado con PEG4-Mal:

hu2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4

o
s H
N N. C O NH Ab
\N{j g\/\“/ N NN N \/Y
o% o o 0 o

[« J TN
T

0

Con agitacion magnética, a temperatura ambiente, se agregaron 4 ml de hu2H11R35R74 (14,36 mg/ml en tampén
A), después 7,5 ml de tampén A, 1,45 ml de HEPES 1M, 1,15 ml de DMA vy posteriormente 0,305 ml de una
disolucién en 10mM DMA de éster activado con L-DM4-Mal-PEG4-CONHS. Después de 7 horas a temperatura
ambiente, el medio de conjugacion bruto se diluye con 70 ml de tampén HGS vy se purifica mediante TFF en casetes
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Pellicon 3. La muestra se diafiltra contra ~ 10 volimenes de muestra de tampon HGS y después se recoge. El
tanque y los conductos de TFF se lavan con 10 ml adicionales de tampdn HGS. Las dos disoluciones se mezclan, se
concentran en Amicon 15 y se esterilizan por filtro a través de PVDF de 0,22 um. Por lo tanto, se obtuvieron 8,0 ml
de inmunoconjugado hu2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4 (¢ = 5,09 mg/ml). A continuacién, se analiza el
inmunoconjugado para determinar la carga de farmaco final y la pureza monomérica.

Andlisis SEC (método D): DAR (SEC) = 5,3; RT = 16,680; pureza monomérica = 99,5 %
Datos de HRMS (método C): véase la Figura 3

1b.2. Preparacion de éster activado por L-DM4-Mal-PEG4-CONHS:

o
s o
\N "‘\/\"/n\/\0/\/0\/\0/\/0\/\"/'0\N
% SO °

cl o 0

0 oH

Con agitacion magnética, a temperatura ambiente, se agregan sucesivamente 50 mg de L-DM4, 17,2 mg de DIEA
soportado (3,72 mmol/g) y una disolucion de 36,2 mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de acido 3-{2-[2-(2-{2-[3-(2,5-
dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-il)-propionilamino]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propidnico (disponibles comercialmente,
SM(PEG)4, Pierce) en 360 pl de DMA. Después de 1 hora 30 minutos a temperatura ambiente, el medio de reaccién
se filtra, los sélidos se lavan con AcOEt y los filtrados combinados se purifica directamente mediante cromatografia
ultra rapida en 14 g de gel de silice injertado con CN (gradiente de elucién heptano:AcOEt:iPrOH con contribucion de
iPrOH creciente). Después de la concentracion de las fracciones que contienen el producto esperado a presion
reducida, se obtienen 29,8 mg de éster activado por L-DM4-Mal-PEG4-CONHS en forma de un vidrio incoloro, cuyas
caracteristicas son las siguientes:

Espectro de masas: método A

Tiempo de retencién (min) = 1,24 / 1,25 (2 diaestereoisdbmeros)
[M+H]+: m/z 1293

[M-H+HCO2H]-: m/z 1337

Ejemplo 1c: Preparacion de conjugado enlazado con SPDB:

hu2H11R35R74-SPDB-DMy

_0 OH

Se conjugaron anticuerpos 2H11R35R74 humanizados con L-DM4 N2'desacetil-N2'(4-metil-4-mercapto-1-oxopentil)-
maitansina usando el enlazador SPDB (N-hidroxsuccinimida éster de acido 4-[2-piridilditio]butanoico) enlazador
usando el mismo protocolo que se describié anteriormente en WO 2008010101A9 con otros anticuerpos hu2H11. De
manera resumida, el anticuerpo se modific6 a 8 mg/mL con un exceso molar de 5,5 o 6,5 veces de SPDB para

50



10

15

20

25

30

35

ES2716812 T3

hu2H11 y hu37.3D7, respectivamente. La reaccion se llevé a cabo en Tampdn A (50 mM KPi/50 mM NaCl/2 mM
EDTA, pH 6,5, 95 % v/v) con EtOH (5 % v/v) durante 90 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, el
anticuerpo modificado se purific6 mediante la columna de desalacion SephadexG25 con Tampdn A. Después, el
anticuerpo modificado se hizo reaccionar con un exceso molar de 1,7 veces de DM4 con respecto al enlazador
SPDB. La reaccion se llevo a cabo a 2,5 mg/mL de anticuerpo en Tampén A (97 % v/v) y DMA (dimetilacetamida,
3 % v/v) a temperatura ambiente durante 20 horas. El conjugado se purific6 mediante una columna de desalacion
SephadexG25 con 10 mM de Histidina, 130 mM de Glicina, sacarosa al 5 %, pH5,5. La relacion entre farmaco y
anticuerpo fue de 4,0 para hu37.3D7-SPDB-DM4 y 3,1 para hu2H11-SPDB-DM4.

Ejemplo 1d: Preparacién del conjugado hu2H11R35R74-PEG4-NMeAc-DM4

1) TMSCHN, v [ - o o
CH,C1,, MeOH N s O™ ~
HZN\/\ONO\/\ONO\/\(OH 2 F o o \/\n’

& ]
0 2) (CF,C0).0, 1) NaH, Mel, THF
CA(PEG)M CH,Cl, TEA 2) LIOH, THF, H,0
I 1) BICH_CONHS
N\/\ P N e e Y Q. CH,Cl, |
Bl/\lr © o ~N - HN\/\O/\/O\/\O/\,O\/\II,OH
o [ 2pIc
L-DM4 o o

DA
DIEA

)& e

oH . Anticuerpo
o Tampén. DMA

\N
A

s hu2H11R35A74-PEG4-NMedc-DMA

e

a

e}

1d.1 Preparacion del conjugado hu2H11R35R74-PEG4-NMeAc-DM4

Con agitacion magnética a RT, se agregan 4 ml de hu2ZH11R35R74 (14,36 mg/ml en tampdn A), después 7,5 ml de
tampo6n A, 1,45 ml de HEPES 1M, 1,05 ml de DMA y posteriormente 0,39 ml de una disolucién en 10mM DMA de
éster activado con L-DM4-AcNMe-PEG4-CONHS. Después de 30 min a RT, se agregan 0,19 ml adicionales de la
disolucién en 10mM DMA del éster activado con L-DM4-AcNMe-PEG4-CONHS. Después de 3 horas a RT, el medio
de conjugacién bruto se diluye con 65 ml de tampon HGS y se purifica mediante TFF en casetes Pellicon 3. La
muestra se diafiltra contra ~10 volumenes de muestra de tampén HGS y después se recoge. El tanque y los
conductos de TFF se lavan con 10 ml adicionales de tampdn HGS. Las dos disoluciones se mezclan, se concentran
en Amicon 15 y se esterilizan por filtro a través de PVDF de 0,22 um. Por lo tanto, se obtuvieron 8,5 ml de conjugado
hu2H11R35R74-PEG4-NMeAc-DM4 (c = 6,01 mg/ml). A continuacién, se analiza el conjugado para determinar la
carga de farmaco final y la pureza monomérica. Analisis SEC (D): DAR (SEC)= 5,5; RT= 16,7 min; pureza
monomeérica 99,4 %; datos de HRMS: véase la Figura 14.

1d.2 Preparacion de éster activado por L-DM4-AcNMe-PEG4-CONHS

Con agitacién magnética a RT, se introducen 133,4 mg de L-DM4 en un vial de vidrio. A continuacion, se agrega una
disolucion de 85 mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de acido 3-{2-[2-(2-{2-[(2-bromo-acetil)-metil-amino]-etoxi}-
etoxi)-etoxi]-etoxi}-propiénico en 0,2 ml de DMA y posteriormente 32,9 ul de DIEA. Después de 1 hora a RT, el
medio de reaccion se purifica mediante cromatografia ultra rapida en 30 g de gel de silice injertado con C18
(gradiente de elucion agua:acetonitrilo 95:5 a 5:95 en volumen). Después de la concentracion de las fracciones que
contienen el producto deseado a RP, se obtienen 71,3 mg de éster activado por L-DM4-AcNMe-PEG4-CONHS en
forma de un producto similar a vidrio incoloro. Espectro de masas (D): RT=0,98 min; [M+H-H20]+ : m/z 1178 (sefal
principal); [M+Na]+ : m/z 1218; [M-H+HCO2H]- : m/z 1240 ; 1H RMN (500 MHz, & en ppm, cloroformo-d) : 0,81 (s, 3
H);1,20a1,33(m,13H);1,42a1,52(m,1H);156a1,61 (m, 1H);165(s,3H);1,73a1,83(m,1H);1,96a
2,04 (m, 1 H);2,19 (dd, J=2,8 y 14,4 Hz, 1 H) ; 2,29 a 2,41 (m, 1 H) ;2,552 2,66 (m, 2 H) ; 2,83 2 2,93 (m, 12 H) ;
3,04 (d, J=9,8 Hz, 1 H) ; 3,12 (d, J=12,7 Hz, 1 H) ; 3,18 a 3,25 (m, 5 H) ; 3,37 (s, 3 H) ; 3,47 a 3,54 (m, 3 H) ; 3,57 a
3,68 (m, 15 H) ; 3,85 (t, J=6,6 Hz, 2 H) ; 3,99 (s, 3 H) ; 4,29 (m, 1 H) ; 4,79 (dd, J=2,8 y 12,2 Hz, 1 H) ; 5,41 (q, J=6,7
Hz, 1 H) ; 5,68 (dd, J=9,3 et 15,2 Hz, 1 H) ; 6,23 (s, 1 H) ; 6,43 (dd, J=11,0y 15,2 Hz, 1 H) ; 6,66 (s, 1 H) ; 6,74 (d,
J=11,0 Hz, 1 H) ; 6,83 (s, 1 H).

1d.3 Preparacion de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de acido 3-{2-[2-(2-{2-[(2-bromo-acetil)-metil-amino]-etoxi}-etoxi)-
etoxi]-etoxi}-propidnico
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Con agitacién magnética, a RT, en un matraz de fondo redondo, se introducen sucesivamente 115,1 mg de acido 3-
(2-{2-[2-(2-metilamino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propidnico, 1,5 ml de DCM, 97,3 mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster
de acido bromo-acético. Después de 2 h, se agregan 72 pl de DIEA y después de 1 hora adicional a RT, se agregan
70,2 pl de DIC. El medio de reaccion bruto se mantiene 4 h a RT, 16 h a -20 °C y después se purifica mediante
cromatografia ultra rapida en 30 g de gel de silice (gradiente de elucién DCM:metanol de 0:100 a 3:97 en volumen).
Después de la concentracién de las fracciones que contienen el producto deseado a RP, se obtienen 85,8 mg de
2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de &acido 3-{2-[2-(2-{2-[(2-bromo-acetil)-metil-amino]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propidnico
en forma de un solido blanco. Espectro de masas (A): TR= 0,84 min ; [M+H]+ : m/z 497/499

1d.4 Preparacion de acido 3-(2-{2-[2-(2-metilamino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propidnico

|
HN A s O O OH
0 [}
\/j.r

En una atmosfera inerte de argdn, en un matraz de fondo redondo, con agitacion magnética, se introducen
sucesivamente 120,1 mg de éster metilico de &cido 3-[2-(2-{2-[2-(2,2,2-trifluoro-acetilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-
etoxi]-propionico, 1 ml de THF anhidro y 59,8 ul de CHsl. El medio de reaccion se enfria con un bafio de hielo/agua a
aproximadamente 0 °C, y se agregan lentamente 16,1 mg de NaH (50 % puro en aceite) en porciones pequenas.
Después de 15 min a 0 °C, y 1 h a RT, el medio de reaccion bruto se concentra hasta secarse a RP, y se diluye con
0,5 ml de THF y 0,8 ml de agua. A continuacion, a RT, se agregan 30,6 mg de LiOH al medio de reaccion. El medio
de reaccién bruto se mantiene 2 h a RT, 16 h a -20 °C y después se purifica mediante cromatografia ultra rapida en
30 g de gel de silice injertado con C18 (gradiente de elucion agua:acetonitrilo de 95:5 a 5:95 en volumen). Después
de la concentracién de las fracciones que contienen el producto deseado a RP, se obtienen 115,3 mg de acido 3-(2-
{2-[2-(2-metilamino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propidnico en forma de un aceite amarillo.

1d.5 Preparacion de éster metilico de acido 3-[2-(2-{2-[2-(2,2,2-trifluoro-acetilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-
propiénico

H
F?LN/N\/\O/\/O\/\OAVO\/\HIO\

(o] o]

En una atmosfera inerte de argdn, en un matraz de fondo redondo, con agitacion magnética, se introducen
sucesivamente 230 mg de &cido 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propionico (CA(PEG)4, Pierce), 2 ml de
DCM y 1 ml de metanol. A RT, se agrega lentamente 1 ml de trimetilsilildiazometano (disolucién 2M en hexano) al
medio de reaccion. Después de 2 h a RT, el exceso de trimetilsiliidiazometano se neutraliza mediante la adicién de
acido acético. El medio de reaccion bruto después se evapora hasta secarse a RP. El residuo obtenido se diluye con
2 ml de DCM, se enfria hasta 0 °C con un bafio de agua-hielo, después se agregan sucesivamente 363 pl de TEA y
300 pl de TFAA. Después de 2 h 30 min a RT y 19 h a -20 °C, se agregan sucesivamente 363 pl de TEA y 300 pl de
TFAA. Después de 4 h 30 min a RT y el medio bruto se concentra a -20 °C y después se purifica mediante
cromatografia ultra rapida en 30 g de gel de silice injertado con C18 (gradiente de elucién agua:acetonitrilo de 95:5 a
5:95 en volumen). Después de la concentraciéon de las fracciones que contienen el producto deseado a RP, se
obtienen 123 mg de éster metilico de acido 3-[2-(2-{2-[2-(2,2,2-trifluoro-acetilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-
propionico en forma de un aceite amarillo palido. Espectro de masas (A): TR= 0,90 min ; [M+H]+ : m/z 376 ; [M-H]- :
m/z 374.

Ejemplo 1e: Preparacion del conjugado hu2H11R35R74-PEG8-NHAc-DM4
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1e.1 Preparacion del conjugado hu2H11R35R74-PEG8-NHAc-DM4

Con agitacion magnética a RT, se agregan 4 ml de hu2H11R35R74 (14,36 mg/ml en tampdn A), después 7,5 ml de
tampon A, 1,45 ml de HEPES 1M, 1,05 ml de DMA y posteriormente 0,405 ml de una disolucién en 10 mM DMA de
éster activado con L-DM4-AcNMe-PEG8-CONHS. Después de 30 min a RT, se agrega 0,1 ml adicionales de la
disolucién en 10mM DMA del éster activado con L-DM4-AcNMe-PEG8-CONHS. Después de 1 hora 45 min a RT, el
medio de conjugacién bruto se diluye con 60 ml de tampén HGS y se purifica mediante TFF en casetes Pellicon 3.
La muestra se diafiltra contra ~10 volimenes de muestra de tampon HGS y después se recoge. El tanque y los
conductos de TFF se lavan con 10 ml adicionales de tampdn HGS. Las dos disoluciones se mezclan, se concentran
en Amicon 15 y se esterilizan por filtro a través de PVDF de 0,22 um. Por lo tanto, se obtuvieron 7,0 ml de conjugado
hu2H11R35R74-PEG8-AcNMe-DM4 (c = 6,95 mg/ml). A continuacién, se analiza el conjugado para determinar la
carga de farmaco final y la pureza monomérica. Andlisis SEC (D): DAR (SEC)= 5,0; RT= 16,593 min; pureza
monomeérica 99,5 %; datos de HRMS: véase la Figura 15.

1e.f Preparacion de éster activado por L-DM4-AcNH-PEG8-CONHS

Con agitacion magnética a RT, se introducen 65 mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de acido 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-
[2-(3-bromo-propionilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propidénico en un vial de vidrio,
posteriormente un disolucion de 67,7 mg de L-DM4 en 0,85 ml de DMA y 16,5 ul de DIEA. Después de 48 horas a
RT, el medio de reaccion se purifica mediante cromatografia ultra rapida en 10 g de gel de silice (gradiente de
elucion DCM:MeOH 100:0 a 90:10 en volumen). Después de la concentracion de las fracciones 18 a 26 a RP, se
obtienen 17 mg de éster activado por L-DM4-AcNH-PEG8-CONHS en forma de un producto similar a vidrio incoloro.
Espectro de masas (B): RT= 4,08 min; [M+H-H20]+ : m/z 1340 (sefal principal); [M+Na]+ : m/z 1380; [M-H+HCO2H]-
:m/z 1402 ; 1TH RMN (400 MHz, & en ppm, cloroformo-d) : 0,81 (s, 3 H) ;1,22 (s, 3H) ; 1,23 (s, 3 H) ; 1,26 (m, 1 H) ;
1,30 (d, J=6,8 Hz, 6 H) ; 1,41 a2 1,52 (m, 1 H) ; 1,65 (s, 3H) ;1,80 (m, 1 H);1,89a 1,99 (m, 1 H); 2,19 (m, 1 H) ;
2,37 (m, 1 H) ;247 4267 (m,2H);281a293 (m, 10 H) ;2,99 (d, J=16,6 Hz, 1 H) ; 3,04 (d, J=9,8 Hz, 1 H) ; 3,16
(da,J=13,7Hz,1H);3,23(s,3H);332(sa,1H);337(s,3H) ;3,44 (m, 2 H);3,51(d, J=9,1 Hz, 1 H) ; 3,54 (1,
J=5,4 Hz, 2 H) ; 3,59 a4 3,73 (m, 29 H) ; 3,86 (t, J=6,6 Hz, 2 H) ; 4,00 (s, 3 H) ; 4,22 a 4,33 (m, 1 H) 4,78 (dd, J=29y
12,2 Hz, 1 H) ; 5,43 (g, J=6,8 Hz, 1 H) ; 5,67 (dd, J=9,0 et 15,2 Hz, 1 H) ; 6,23 (s, 1 H) 6, 44 ( J=11,2 et 15,2 Hz,
H) ; 6,65 (d, J=1,5Hz, 1 H) ;6,75 (d, J=11,2 Hz, 1 H) ; 6,86 (d, J=1,5Hz, 1 H) ; 7,022 7,13 (m H)

1e.g Preparacion de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de acido 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(3-bromo-propionilamino)-etoxi]-
etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propidnico:

O
B’\iﬁ/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ox/\o/\/o\/\o/\/ﬁ\o’p
Q

Con agitacién magnética a RT, se introducen sucesivamente 100 mg de acido 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-
etoxi}-etoxi)-propionico (CA(PEG)4, Pierce), 2 ml de DCM y 53,5 mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de &cido bromo-
acético en un vial de vidrio. Después de 1 h a RT, se agregan 35,1 pl de DIC. Después 1 h, el medio de reaccién
bruto se filtra sobre vidrio sinterizado, se concentra hasta secarse a RP, se diluye con 10 ml de AcOEt, se filtra sobre
vidrio sinterizado y se concentra hasta secarse a RP. Se obtienen 76,5 mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de &acido
3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(3-bromo-propionilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propidnico en
forma de un aceite incoloro. Espectro de masas (A): TR= 0,80 min ; [M+H]+ : m/z 659/661 ; [M-H+HCO2H]- : m/z
703/705

Ejemplo 1f: Preparacién del conjugado hu2H11R35R74-PEG4-Allyl-DM4
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1f.1 Preparacion del conjugado hu2H11R35R74-PEG4-Allyl-DM4

Con agitacion magnética a RT, se agregan 4 ml de hu2H11R35R74 (14,36 mg/ml en tampdn A), después 7,5 ml de
tampon A, 1,45 ml de HEPES 1M, 1,14 ml de DMA y posteriormente 0,3 ml de una disolucion en 10 mM DMA de
éster activado con L-DM4-Allyl-PEG4-CONHS. Después de 30 min a RT, se agregan 0,125 ml adicionales de la
disolucion en 10mM DMA del éster activado con L-DM4-Allyl-PEG4-CONHS. Después de 1 hora 25 min a RT, el
medio de conjugacién bruto se diluye con 65 ml de tampén HGS y se purifica mediante TFF en casetes Pellicon 3.
La muestra se diafiltra contra ~ 10 volumenes de muestra de tampon HGS y después se recoge. El tanque y los
conductos de TFF se lavan con 10 ml adicionales de tampdn HGS. Las dos disoluciones se mezclan, se concentran
en Amicon 15 y se esterilizan por filtro a través de PVDF de 0,22 um. Por lo tanto, se obtuvieron 8,0 ml de conjugado
hu2H11R35R74-PEG4-Allyl-DM4 (c = 5,22 mg/ml). A continuacion, se analiza el conjugado para determinar la carga
de farmaco final y la pureza monomérica. Analisis SEC (H): DAR (SEC)= 5,3; RT= 16,767 min; pureza monomérica
99,4 %; datos de HRMS: véase la Figura 16.

1f.2 Preparacion de éster activado por L-DM4-Allyl-PEG4-CONHS

Con agitacién magnética a RT, se introducen 70 mg de L-DM4, 45 mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de &cido 3-(2-
{2-[2-(4-bromo-but-2-eniloxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propidnico (Bromo-Allyl-PEG4-CONHS), 0,5 mg de DMA y 23,5 ul de
DIEA en un vial de vidrio. Después de 2 h a RT y 17 h a -20 °C, se agregan 50 pl de DIEA. Después de 24 horas a
RT, el medio de reaccion se purifica mediante cromatografia ultra rapida en 30 g de gel de silice injertado con C-18
(gradiente de elucion agua:acetonitrilo 95:5 a 5:95 en volumen). Después de la concentracién de las fracciones que
contienen el producto esperado a RP, se obtienen 47,1 mg de éster activado por L-DM4-Allyl-PEG4-CONHS en
forma de un sdlido blanco. Espectro de masas (D): TR= 1,06 min ; [M+Na]+ : m/z 1173 ; 1H RMN (500 MHz, & en
ppm , cloroformo-d) : 0,81 (s,3H) ;1,182 1,39 (m,13H) ;1,42a 1,52 (m, 1 H) ; 1,58 (d, J=13,4 Hz, 1 H) ; 1,65 (s, 3
H);1,73a1,82(m,1H);1,86a1,95(m,1H);219 (d, J=14,3Hz, 1 H) ;2,40 (m, 1 H) ;2,51 a 2,65 (m, 2 H) ; 2,82
a295(m,9H);298a3,07 (m 2H) ;3,12 (d, J=12,6 Hz, 1 H) ; 3,18 a 3,27 (m, 1 H) ; 3,23 (s, 3 H) ;3,36 (s, 3 H) ;
3,51 (d, J=9,1 Hz, 1 H) ; 3,54 a4 3,82 (m, 13 H) ; 3,86 (t, J=6,4 Hz, 2 H) ; 3,91 2 3,95 (m, 2 H) ; 3,99 (s, 3 H) ; 4,28 {t,
J=11,0 Hz, 1 H) ; 4,78 (dd, J=2,6 et 11,9 Hz, 1 H) ; 5,44 (q, J=6,7 Hz, 1 H) ; 5,49 a 5,63 (m, 2 H) ; 5,68 (dd, J=9,1y
15,0 Hz, 1 H) ; 6,24 (s, 1 H) ; 6,43 (dd, J=11,1y 15,0 Hz, 1 H) ; 6,66 (s, 1 H) ; 6,77 (d, J=11,1 Hz, 1 H) ; 6,83 (s, 1 H).

1.3 Preparacién de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster de &acido 3-(2-{2-[2-(4-bromo-but-2-eniloxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-
propiénico

o
o
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A RT, se introducen sucesivamente 200 mg de acido 3-(2-{2-[2-(4-bromo-but-2-eniloxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propidnico,
4 ml de DCM y 232,3 mg de DCC soportado (2 equivalentes) en un vial de vidrio. Después de 1 h a RT, se agregan
64,8 mg de NHS. Después 5 h a RT, el medio de reaccién bruto se filtra sobre vidrio sinterizado, los sélidos se lavan
con DCM vy los filtrados combinados se concentran hasta secarse en RP. La purificacion mediante cromatografia
ultra rapida en 15 g de gel de silice (gradiente de elucion MeOH:DCM 0:100 a 10:90 en volumen) y la concentracion
de las fracciones que contenian el producto esperado a RP, proporcionaron 46 mg de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster
de acido 3-(2-{2-[2-(4-bromo-but-2-eniloxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propidnico (Bromo-Allyl-PEG4-CONHS) obtenidos en
forma de un aceite amarillo palido. Espectro de masas (A): TR= 1,02 min ; [M+H]+ : m/z 454/456 ; [M+Na]+ : m/z
476/478 ; [M-H+HCO2H]- : m/z 498/500.
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1f.4 Preparacioén de acido 3-(2-{2-[2-(4-bromo-but-2-eniloxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propidnico
o
Br/\y\/o\/\o/\/o\/\o/\)LOH

A RT, una disolucién de 1 g de éster terc-butilico de acido 3-(2-{2-[2-(4-bromo-but-2-eniloxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-
propionico (comercialmente disponible), 6 ml de TFA y 3 ml de DCM se agita durante 3 h y después se concentra
hasta secarse a RP. El residuo oleoso se diluye con tolueno y se concentra hasta secarse a RP para proporcionar
853 mg de acido 3-(2-{2-[2-(4-bromo-but-2-eniloxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propidnico en forma de un aceite marrén.

Ejemplo 1g: Preparacion del conjugado hu2H11-PEG4-NHAc-DM4

El conjugado hu2H11-PEG4-NHAc-DM4 podria prepararse de manera similar al ejemplo 1: con agitacién magnética,
a RT, se agrega 1 ml de hu2H11 (8,52 mg/ml en tampdn A), después 0,7 ml de tampén A, 0,213 ml de HEPES 1M,
0,7 ml de DMA y posteriormente 0,085 ml de una disolucién en 10 mM DMA de éster activado con L-DM4-AcNH-
PEG4-CONHS diluido con 0,128 ml de DMA. Después de 2 h a RT, el medio se concentra en Amicon 4 a 7000 G, se
intercambia el tamp6n con tampén HGS en columna Nap-10 y finalmente se purifica en una columna de 5 ml Zeba.
Por lo tanto, se obtuvieron 1,15 ml de conjugado hu2H11-PEG4-NHAc-DM4 (¢ = 3,78 mg/ml). A continuacion, se
analiza el conjugado para determinar la carga de farmaco final y la pureza monomérica. Andlisis SEC (método D):
DAR (UV)= 6,6; DAR (SEC)= 5,6; RT= 15,387 min; pureza monomérica 99,7 %; datos de HRMS: véase la Figura 17.

Ejemplo 2

Inhibicién de la actividad de autofosforilacion de EphA2 mediante hu2H11R35R74
Materiales y métodos

Lineas celulares y anticuerpos

Se obtuvo la linea celular de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 de ECAAC (n.° de ref. 92020424). Se obtuvo
la linea celular de carcinoma pulmonar no microcitico NCI-H1299 de ATCC (n.° de ref. CRL-5803). Ambas lineas
celulares se mantuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) complementado con suero de ternero
fetal inactivado por al calor al 10 % y 2 mM de L-GIn. Se obtuvo la quimera de dominio extracelular/Fc de Ephrin-A1
de raton recombinante (EphrinA1/Fc) de Sigma (n.° de ref. E 9902) o de R & D Systems (n.° de ref. 602-A1). Se
obtuvieron el anticuerpo clon D7 anti-Eck/EphA2 (Ab) y el Ab anti-fosfotirosina 4G10 de Millipore (n.° de ref. 05-480 y
05-321 respectivamente). Se generd el Ab testigo de isotipo chKTI en Immunogen Inc. Corresponde a la version
quimérica del Ab anti-inhibidor de tripsina de grano de soja Kunitz (KTI, n.° de ref. de ATCC HB9515) donde las
regiones constantes de cadena pesada y ligera de Ig se reemplazaron por la cadena ligera kK humana y la cadena
pesada y1 humana. EI Ab recombinante se purific6 en ImmunoGen (lote de chKTI n.° 2539-91) a partir de
sobrenadantes de cultivo de células HEK293T transfectadas transitoriamente con un plasmido de expresion para las
cadenas pesada y ligera. Se produjeron los Ab anti-EphA2 humanizados hu2H11(n.° de lote LP08191) y
hu2H11R35R74 (n.° de lote LP09077) en Sanofi-Aventis a partir de lineas celulares de ovario de hamster chino
(CHO)/GS Lonza transfectadas de manera estable. Ambos Ab se purificaron a partir de sobrenadantes de cultivo
mediante cromatografia de afinidad sobre proteina A-sefarosa y posteriormente cromatografia de intercambio
aniénico segun procedimientos estandares. Se llevd a cabo una etapa de cromatografia adicional sobre
hidroxiapatita ceramica. Todas las preparaciones se almacenaron en 1xPBS a 4 °C y se sometieron a prueba para
determinar niveles de endotoxina bajos usando el método LAL cinético. El clon C4 de anticuerpo anti-actina era de
Millipore (n.° de ref. MAB1501). EI Ab de cabra anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa (PO) era de Jackson
Immunoresearch (n.° de ref. 115-035-003).

Induccién de fosforilacion

Se colocaron en placas células MDA-MB-231 en medio completo en discos de Petri P100 (5 placas por muestra) a 3
x 10° células por placa y se incubaron durante 48 h a 37 °C en una incubadora de COs. Las células se privaron de
suero durante 18 h y posteriormente se trataron con 10 pg/mL de hu2H11 o hu2H11-R35/R74 o con EphrinA1/Fc a 2
pg/mL 10 mina 2 h a 37 °C.

Inhibicién de la fosforilacion

Se incubaron células MDA-MB-231 o NCI-H1299 privadas de suero con chKTI, hu2H11 o hu2H11R35R74 (10 pg/mL)
1 h a 37 °C. A continuacion, se agreg6 1 pg/mL de EphrinA1/Fc y las células se incubaron 10-30 min adicionales a
37 °C.

Preparacién de extractos celulares
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Se recogieron muestras celulares sobre hielo mediante raspado, se transfirieron a tubos conicos de 15 mL y se
centrifugaron 5 min a 1300 rpm. Después de un lavado con 1 x de disolucién salina tamponada con fosfato (PBS; n.°
de Invitrogen 14190), las células se resuspendieron en 300 pL de tampédn de lisis (n.° de ref. de Biosource FNN0011)
complementado improvisadamente con 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, por sus siglas en inglés), 1 x
coctel inhibidor de proteasa (n.° de ref. de Sigma P2714) y 1 x inhibidor de fosfatasa Halt (n.° de ref. de Pierce
78420). Los extractos celulares se mantuvieron sobre hielo 45 min con ocasional agitacion vorticial, se centrifugaron
10 min a 15000 rpm y se mantuvieron a -80 °C hasta su uso adicional. La concentracion proteica se determiné
mediante el método de acido bicinconinico (BCA) usando un kit de Pierce (n.° de ref. 23227).

Inmunoprecipitacion

Se llevo a cabo una etapa de prelimpieza de los extractos celulares (0,3-0,5 mg por muestra) al afadir flujo rapido de
proteina G Sepharose 4 (n.° de ref. de GE Healthcare Life Sciences 17-0618-01) previamente equilibrado en tampén
de lisis (1 h a 4 °C sobre un rotador). La incubacion se llevé a cabo 30 min a 4 °C sobre un rotador. Las muestras se
centrifugaron 2 min a 1500 rpm, se recogié el sobrenadante y se incub6 durante toda la noche sobre un rotador con
el clon D7 de Ab anti-EphA2 (4 pL por muestra). La inmunoprecipitacién se llevo a cabo con proteina G Sepharose 4
h a 4 °C sobre un rotador. Las muestras se centrifugaron 2 min a 1500 rpm a 4 °C y se lavaron 3 veces 5 min con
100 pL de tampon de lisis. Las perlas inmunoprecipitadas se resuspendieron en 50 pyL de 4 x tampdn de muestra
NuPAGE LDS (n.° de ref. de Invitrogen NP0007) complementado con agente reductor NUPAGE (n.° de ref. de
Invitrogen NP0009), se calentaron 5 min a 95 °C, se centrifugaron 5 min 1500 rpm y se mantuvieron a -20 °C o se
sometieron a electroforesis.

Inmunotransferencia

Los inmunoprecipitados o extractos celulares se cargaron sobre un gel Bis-Tris Midi al 4-12 % (n.° de Invitrogen
NP0322BOX) con marcadores de peso molecular de referencia (n.° de ref. de GE healthcare Life Sciences RPN800)
y se llevé a cabo la electroforesis durante 3 h a 150 V en tampdn MOPS-SDS 1 x (n.° de ref. de Invitrogen NP0001).
La electrotransferencia se llevo a cabo sobre membranas PVDF (n.° de ref. de Invitrogen LC2007) con un aparato i-
blot™ (Invitrogen) usando el programa 3. El bloqueo de las membranas se llev6 a cabo en TBST 1x (es decir,
disolucién salina tamponada con Tris n.° de ref. de Sigma T 5912, Tween 20 al 0,1 % n.° de ref. de Sigma P1379)
complementada con seroalbdmina bovina al 5 %. El etiquetado con el clon D7 de Ab anti-EphA2 o el Ab anti-
fosfotirosina 4G10 se llevé a cabo durante toda la noche a 4 °C en el mismo tampdn. El etiquetado con el clon C4 de
Ab anti-actina se llevé a cabo durante 1 h a temperatura ambiente. Después del posterior lavado de las membranas
con 1 x TBST, se llevo a cabo el desarrollo de las inmunotransferencias usando el Ab anti-raton de cabra conjugado
con POy el kit ECL de Perkin Elmer (n.° de ref. NEL 104001EA). La luminiscencia se leyd en un aparato Fuji4000.

Resultados

La induccién de la fosforilacion de EphA2 mediante los Ab hu2H11 o hu2H11R35R74 se investigb en células MDA-
MB231 usando EphrinA1/Fc recombinante como testigo positivo. Los resultados se presentan en la Figura 4. No se
pudo detectar ninguna induccién de fosforilacion con ninguno de los dos Ab después de 10 min a 2 h, mientras la
EphrinA1/Fc recombinante indujo una intensa fosforilacion del receptor EphA2 a los 10 min con una decaida de la
sefial que se inicidé después de 1 h y una degradacion del receptor que comenzé a ser visible después de 2 h.

Se investigd la inhibicion de la fosforilacion de EphA2 después de la induccién mediante EphrinA1/Fc en células
NCI-H1299 y MDA-MB-231. Los resultados se presentan en las Figuras 5A y 5B. En ambos casos, la preincubacion
de las células con cualquiera de los dos Ab inhibié la fosforilacion del receptor EphA2 mediante EphrinA1/Fc.

Podemos concluir que hu2H11 y hu2H11R35R74 tienen actividad inhibidora similar sobre el receptor EphA2.
Ejemplo 3
Caracterizacion de la union de anticuerpos anti-EphA2 conjugados, hu2H11R35R74 y hu2H11.

La interaccién de los anticuerpos anti-EphA2 hu2H11 y hu2H11R35R74, ya sea no conjugados o conjugados con
DM4 con el enlazador PEG4-NHAc, con EphA2-Fc inmovilizado se monitore6 mediante deteccion de resonancia en
plasmones superficiales usando un instrumento BlAcore 3000 (GE healthcare, n.° CH321). EphA2-Fc (10 pg/ml;
tampon acetato

pH = 4,5) se acoplé a la matriz de un chip sensor C1 (GE healthcare BR-1005-40) a 10 pl/min usando un protocolo
de acoplamiento por amina estandar con EDC (N-etil-N'-[dimetilaminopropil]lcarbodiimida)/NHS  (N-
hidroxisuccinimida). La densidad se controlé a un nivel de respuesta aumentado de ~100 unidades de respuesta
(RU, por sus siglas en inglés) en experimentos de unién cinéticos. Las IgG se diluyeron en 0,01 M de Hepes, pH 7,4
que contenia 0,15 M de NaCl, 3mM de EDTA y P20 al 0,005 %. Las diluciones posteriores se hicieron en el mismo
tampon. Todos los experimentos de union se llevaron a cabo a 25 °C con concentraciones de IgG tipicamente que
variaban de 50 a 0,2 nM a una velocidad de flujo de 50 pl/min.
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Los datos se recogieron durante aproximadamente 12 min (2 min de tiempo de asociacién y 10 min de tiempo de
disociacion) e impulso de 1 min a 30 pl/min de 1M de NaCl, se usaron 50 mM de NaOH para regenerar la superficie.
Las IgG también se hicieron fluir sobre una célula no revestida y los sensogramas de las pasadas en blanco se
restaron de los obtenidos con los chips acoplados a EphA2-Fc. Los datos se ajustaron a un modelo de union 1:1
Langmuir con deriva del valor inicial. Este algoritmo calcula la kon Y la kot, @ partir de las cuales se deduce la
constante de disociacién en equilibrio aparente Kp, como la relacion entre las dos constantes de velocidad (Kofi/Kon).
Los valores obtenidos se indican en la Tabla I.

La constante de afinidad se midié primero con hu2H11 y hu2H11R35R74 no conjugados. El analisis de los datos de
unién de hu2H11 a EphA2-Fc proporcionan una Kp de 0,30 nM; este valor fue similar a la Kp de hu2H11R35R74
(0,22 nM). Sin embargo, cuando se usaron anticuerpos conjugados en el ensayo, los resultados fueron
considerablemente diferentes: el hu2H11 conjugado con una relacién entre farmaco y anticuerpo alta tal como 7,5
exhibié una Kp aumentada 5,4 veces, cuando se compard con el anticuerpo no conjugado (1,62 nM con respecto a
0,30 nM). Por otro lado, la Kp de hu2H11R35R74 conjugado con una relacién entre farmaco y anticuerpo de 7,4 no
fue diferente de la del anticuerpo no conjugado (0,27 nM con respecto a 0,22 nM). Ademas, la Kp no fue
significativamente diferente para las relaciones entre farmaco y anticuerpo de 5,6 a 8,4.

Concluimos que la afinidad del anticuerpo 2H11R35R74 no se ve afectada por la conjugacion, incluso a relaciones
entre farmaco y anticuerpo altas.

Ejemplo 4

Inhibicién del crecimiento de células tumorales que expresan EphA2 mediante 2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4
humanizado

Inhibicién de células tumorales Lovo

Se colocaron en placas células tumorales Lovo (2000 por pocillo) en placas de cultivo tisular de 96 pocillos en
medios que contenian suero completos. Los conjugados diluyeron en serie y se agregaron a pocillos por triplicado a
concentraciones que variaban entre 107 y 1072 M. Las células se cultivaron a 37 °C/COz al 5 % en presencia de los
conjugados de anticuerpo-compuesto citotdéxico durante 5 dias, después de este tiempo se llevd a cabo un ensayo
de 4 h WSTB8 segun las instrucciones del fabricante (Dojindo Cell Counting Kit-8, n.° de cat. CK04) para evaluar la
supervivencia y el crecimiento celular. Las muestras en blanco con reactivos sin células se restaron de las lecturas
de los pocillos de prueba y los datos se graficaron como fracciones de supervivencia obtenidas al dividir las lecturas
de las células tratadas con conjugado entre el promedio de lecturas de los pocillos testigo de células tratadas con
vehiculo.

La potencia citotéxica de dos lotes de hu2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4 a relaciones altas de maitansina/anticuerpo
(6,70 D/A y 7,00 D/A) se compararon con la de un conjugado de hu2H11 natural-PEG4-Mal-DM4 que tenia una
relacién entre maitansina/anticuerpo comparable (6,99 D/A). Como puede observarse en la Figura 7, los dos
conjugados hu2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4 exhibieron potencia més alta que el conjugado correspondiente del
hu2H11 natural contra la linea celular Lovo positiva para EphA2 (Tabla ).

Ejemplo 5

Inhibicién del crecimiento de células tumorales que expresan EphA2 mediante 2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4
humanizado

Inhibicién del crecimiento de MDA-MB231 y SKMEL28

Las células en fase exponencial de crecimiento se tripsinizaron y resuspendieron en su respectivo medio de cultivo
(DMEM/F12 Gibco n.° 21331; SVF al 10 % Gibco n.° 10500-056; 2nM de Glutamina Gibco n.° 25030 para las células
MDA-MB231; DMEM (Gibco n.° 11960) SVF al 10 % Gibco n.° 10500-056; 2nM de Glutamina Gibco n.° 25030 para
las células SKMEL-28). La suspensién celular se distribuyé en placas de cultivo de 96 pocillos Cytostar (GE
Healthcare Europe, n.° RPNQO0163) en medios que contenian suero completos a una densidad de 5000
células/pocillo (MDA-MB231, SKMEL-28). Después de revestimiento durante 4 horas, se agregaron diluciones en
serie de los conjugados a pocillos por triplicado a concentraciones que variaban entre 107 y 107 2 M. Las células se
cultivaron a 37 °C/COz al 5 % en presencia de los conjugados de anticuerpo-compuesto citotoxico durante 3 dias. El
4° dia, se agregaron 10 pl de una disoluciéon de 14C timidina (0,1 pCi/pocillo (Perkin Elmer n.° NEC56825000) a
cada pocillo. La captacion de 14C timidina se midié 96 horas después del inicio del experimento con un contador
radioactivo microbeta (Perkin Elmer). Las muestras en blanco con reactivos sin células se restaron de las lecturas de
los pocillos de prueba y los datos se graficaron como fracciones de supervivencia obtenidas al dividir las lecturas de
las células tratadas con conjugado entre el promedio de lecturas de los pocillos testigo de células tratadas con
vehiculo. En algunos experimentos, se agregd anticuerpo no conjugado (2H11 o 2H11R35R74) a los pocillos a una
concentracion de 1 uM en el inicio del experimento y se midi6 la inhibicion de la proliferacion como se describié
anteriormente.

57



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2716812 T3

Resultados

Los resultados que se indican en la tabla Ill sugiere que 2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4, asi como los conjugados
2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4 son mejores que los conjugados anteriores en relacion con la inhibicion de la
proliferacién in vitro de las células MDA-MB231 y la selectividad in vitro contra células menos antigeno (SKMEL-28)

Ejemplo 6
Estudio de farmacocinética

El presente estudio se disefi¢6 para evaluar el comportamiento farmacocinético del conjugado hu2H11R35R74-
PEG4-NHAc-DM4 (DAR = 5,5) en comparacién con el conjugado hu2H11-SPDB-DM4 (DAR = 3,9) en ratones CD-1.
Los animales recibieron 20 mg/kg mediante via IV de cada conjugado y se recogi6é sangre después de 0, 8, 24, 48,
72, 120, 168, 240, 336, 504, 672 h de la inyeccion. Se midieron los niveles en plasma de los conjugados de
anticuerpo y farmaco para establecer los parametros farmacocinéticos de dosis simple béasicos en condiciones
estandares. Las concentraciones en plasma de los conjugados y su componente de anticuerpo (anticuerpo total, una
suma del anticuerpo conjugado y todo anticuerpo desconjugado) se midieron mediante técnicas ELISA especificas.

Los parametros farmacocinéticos relacionados con el aclaramiento para el componente de anticuerpo de hu2H11-
SPDB-DM4 (total) se calcularon como CI (aclaramiento) de 0,00043 L/h/kg, T1/2 (semivida terminal) de 160 h, AUC
0-inf (area debajo de las curvas de concentracidn-tiempo desde el tiempo cero hasta infinito) de 47 000 000 ng.h/mL,
Vdss (volumen de distribucién en estado estacionario) de 0,095 L/kg y CO (concentracién en tiempo 0) de 270 000
ng/mL.

Los parametros farmacocinéticos para el conjugado hu2H11-SPDB-DM4 se calcularon como Cl de 0,00070 L/h/kg,
T1/2 de 87 h, AUC 0-inf de 28 000 000 ng.h/mL, Vdss de 0,080 L/kg y CO de 360 000 ng/mL.

Los parametros PK para el componente de anticuerpo de hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 (total) fueron Cl de
0,00027 L/h/kg, T1/2 de 190 h, AUC 0-inf de 73 000 000 ng.h/mL, Vdss de 0,068 L/kg y CO de 530 000 ng/mL.

Finalmente, el conjugado hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 exhibié los valores: 0,00036 L/h/kg para aclaramiento,
T1/2 de 150 h, AUC 0-inf de 56 000 000 ng.h/mL, Vdss de 0,069 L/kg y CO de 600 000 ng/mL.

En conclusion, el conjugado hu2H11-SPDB-DM4 se aclara mas rapidamente que hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4.
Ademas, en comparacién con hu2H11-SPDB-DM4, hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 exhibié una exposicion mejor
(AUC 0-inf) y una separacion mas estrecha entre las curvas de anticuerpo total conjugado y anticuerpo total
(comparar las Figuras 7 y 8).

Ejemplo 7

Efecto antitumoral del conjugado hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 y hu2H11-PEG4-NHAc-DM4 contra un tumor
de colon primario, CR-LRB-004P implantado en ratones SCID hembra

Materiales y métodos

Para la evaluacién de la actividad antitumoral de los conjugados, los animales se pesaron a diario y los tumores se
midieron de 2 veces por semana mediante calibre. Los pesos tumorales se calcularon usando la férmula masa (mg)
= [longitud (mm) x ancho (mm)2]/2. La evaluacién de la actividad antitumoral se hizo a la dosis no téxica mas alta
(HNTD, por sus siglas en inglés).

Una dosificacion que producia una pérdida de peso corporal (bwl, por sus siglas en inglés) de 20 % en el nadir
(media de grupo) o 10 % o mas muertes por farmaco, se consideré una dosificacién excesivamente toxica. Los
pesos corporales de los animales incluian los pesos tumorales. Los criterios de valoracion de la eficacia primaria son
oAT/AC, porcentaje de mediana de regresion, regresiones parciales y completas (PR y CR, por sus siglas en inglés)
y sobrevivientes sin tumor (TFS, por sus siglas en inglés).

Los cambios en el volumen del tumor de cada tumor para cada tratado (T) y testigo (C) se calcularon al restar el
volumen del tumor en el dia del primer tratamiento (dia de estadificacion) del volumen del tumor en el dia de la
observacion especificado. La mediana AT se calcula para el grupo tratado y la mediana AC se calcula para el grupo
testigo. A continuacion, se calcula la relacion AT/AC y se expresa como un porcentaje:

mediana(Tt - 10)
mediana(Ct - C0)

% AT/AC = 00
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La dosis se considera terapéuticamente activa cuando AT/AC es menor que 40 % y muy activa cuando AT/AC es
menor que 10 %. Si la AT/AC es menor que 0, la dosis se considera altamente activa y se registra la fecha del
porcentaje de regresion (ref 1):

% de regresién tumoral: se define como el % de disminucion del volumen tumoral en el grupo tratado en un dia de
observacion especificado en comparacion con su volumen en el primer dia del primer tratamiento.

En un punto de tiempo especifico y para cada animal, se calcula el % de regresion. A continuacion, se calcula la
mediana del % de regresion para el grupo.

. volumen  -volumen
% de regresién (at) = x100
volumen,,

Regresion parcial (PR): Las regresiones se definen como parciales si el volumen tumoral disminuye hasta el 50 %
del volumen tumoral en el inicio del tratamiento.

Regresion completa (CR): La regresion completa se alcanza cuando el volumen tumoral = 0 mm? (se considera CR
cuando el volumen tumoral no se puede registrar).

TFS: Sin tumor se define como los animales con tumores indetectables al finalizar el estudio (>100 dias después del
ultimo tratamiento)

Resultados

El efecto antitumoral del conjugado hu2H11-PEG4-NHAc-DM4 y hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 se evalud a 2
niveles de dosis contra un tumor de colon primario, CR-LRB-004P, que expresa intensamente la diana, implantado
S.C. en ratones SCID hembra. El grupo testigo se dejo6 sin tratar. Las dosis se expresaron en miligramos de proteina
por kilogramo. Se administré6 hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 a 40 y 10 mg/kg, mediante una inyeccion de bolo
intravenosa (IV), el dia 15. Para proporcionar la dosis equivalente de DM4, se administré6 hu2H11-PEG4-NHAc-DM4
a 44y 11 mg/kg.

Como se muestra en la Tabla V, usando una pauta de administracion simple en el tumor CR-LRB-004P,
hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 fue activo a 40 y 10 mg/kg con una AT/AC de 28 y 39 % respectivamente,
mientras que hu2H11-PEG4-NHAc-DM4 fue activo solo a 44 mg/kg con una AT/AC de 26 %. A 10 mg/kg, hu2H11-
PEG4-NHAc-DM4 no fue activo en este modelo.

A partir de estos resultados, el conjugado hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 a una dosis mas baja exhibié una
actividad mejor que el conjugado hu2H11-PEG4-NHAc-DM4.

Ejemplo 8

Impacto de la DAR sobre la actividad antitumoral de hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 contra el adenocarcinoma
prostatico PC-3 en ratones SCID hembra

Se evaluo el efecto de la DAR en la actividad antitumoral del conjugado de anticuerpo y farmaco hu2H11R35R74-
PEG4-NHAc-DM4 al comparar dos dosis eficaces bajas a seis relaciones diferentes entre farmaco y anticuerpo
(DAR) en tumores prostaticos PC-3 implantados S.C. en SCID hembra. El grupo testigo se dejo sin tratar. Las dosis
se expresaron en miligramos de proteina por kilogramo La DAR se determind mediante un método UV. Se
administr6 hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 a 10 y 5 mg/kg con DAR de 3,4, 44, 59, 6,2, 74 y 84,
respectivamente, mediante una inyeccion de bolo intravenosa (IV), el dia 16.

Materiales y métodos

Para la evaluacién de la actividad antitumoral de los conjugados, los animales se pesaron a diario y los tumores se
midieron de 2 veces por semana mediante calibre. Los pesos tumorales se calcularon usando la férmula masa (mg)
= [longitud (mm) x ancho (mm)2]/2. La evaluacién de la actividad antitumoral se hizo a la dosis no téxica mas alta
(HNTD, por sus siglas en inglés).

Una dosificacion que producia una pérdida de peso corporal (bwl, por sus siglas en inglés) de 20 % en el nadir
(media de grupo) o 10 % o mas muertes por farmaco, se consideré una dosificacién excesivamente toxica. Los
pesos corporales de los animales incluian los pesos tumorales. Los criterios de valoracion de la eficacia primaria son
oAT/AC, porcentaje de mediana de regresion, regresiones parciales y completas (PR y CR, por sus siglas en inglés)
y sobrevivientes sin tumor (TFS, por sus siglas en inglés).

Los cambios en el volumen del tumor de cada tumor para cada tratado (T) y testigo (C) se calcularon al restar el
volumen del tumor en el dia del primer tratamiento (dia de estadificacion) del volumen del tumor en el dia de la
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observacion especificado. La mediana AT se calcula para el grupo tratado y la mediana AC se calcula para el grupo
testigo. A continuacion, se calcula la relacion AT/AC y se expresa como un porcentaje:

mediana(1t - T0)
% AT/IAC = x 100
mediana(Ct - CO)

La dosis se considera terapéuticamente activa cuando AT/AC es menor que 40 % y muy activa cuando AT/AC es
menor que 10 %. Si la AT/AC es menor que 0, la dosis se considera altamente activa y se registra la fecha del
porcentaje de regresion (ref 1):

% de regresion tumoral: se define como el % de disminucion del volumen tumoral en el grupo tratado en un dia de
observacion especificado en comparacion con su volumen en el primer dia del primer tratamiento.

En un punto de tiempo especifico y para cada animal, se calcula el % de regresién. A continuacién, se calcula la
mediana del % de regresion para el grupo.

. volumen  -volumen,
% de regresién (at) = x100
volumen,,

Regresion parcial (PR): Las regresiones se definen como parciales si el volumen tumoral disminuye hasta el 50 %
del volumen tumoral en el inicio del tratamiento.

Regresion completa (CR): La regresién completa se alcanza cuando el volumen tumoral = 0 mm? (se considera CR
cuando el volumen tumoral no se puede registrar).

TFS: Sin tumor se define como los animales con tumores indetectables al finalizar el estudio (>100 dias después del
Gltimo tratamiento)

Resultados

Como se ilustra en la tabla VI, usando una pauto de administracién simple, hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 a 10
mg/kg exhibié actividad desde una DAR de 4,4 hasta la DAR mas alta de 8,4.

A 5 mg/kg, hu2zH11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 exhibi6 actividad desde una DAR de 5,9 hasta la DAR més alta de

En conclusién, la DAR tiene un efecto sobre la actividad en el tumor de hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 y se
puede deducir a partir de estos resultados que la DAR o6ptima de hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 es al menos
igual a 5,9.

Ejemplo 9
Impacto de la DAR sobre los parametros PK de hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DMV4.

Se evaluaron las propiedades farmacocinéticas de hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 a diferentes relaciones
farmaco-anticuerpo (DAR) en ratones CD-1 macho después de una administracion intravenosa simple de 20 mg/kg
de conjugado. Se midieron los niveles en plasma de los conjugados para establecer los parametros farmacocinéticos
de dosis simple basicos en condiciones estandares. Los parametros PK se compararon con los del anticuerpo
genitor no conjugado. Las concentraciones en plasma de los conjugados y su componente de anticuerpo (anticuerpo
total, una suma del anticuerpo conjugado y todo anticuerpo desconjugado) se midieron mediante técnicas ELISA
especificas.

Los resultados (véanse las Figures 9A y 9B) muestran una correlacién inversa entre los valores de DAR vy la
exposicion a los componentes de anticuerpo totales con valores de AUC 0-inf de 83 000 000, 61 000 000, 48 000
000, 46 000 000, 41 000 000 y 27 000 000 ng-h/mL para la DAR de 0, 3,4, 4,3, 5,9, 6,6 y 7,4, respectivamente.

De manera similar, existe una correlacion inversa entre los valores de DAR y la exposicidn al conjugado con valores
de AUC 0-inf de 39 000 000, 30 000 000, 27 000 000, 29 000 000 y 20 000 000 ng-h/mL para la DAR de 3,4, 4,3, 5,9,
6,6 y 7,4, respectivamente.

Existe una correlacion perfecta entre los valores de DAR y la eliminacion del componente de anticuerpo con valores

de Cl de 0,00024, 0,00033, 0,00042, 0,00043, 0,00049 y 0,00074 L/h/kg para la DAR de 0, 3,4, 4,3, 5,9, 6,6 y 7,4,
respectivamente.

60



10

15

20

25

30

35

40

ES2716812 T3

De manera similar, existe una correlacién casi perfecta entre los valores de DAR vy la eliminacién del conjugado con
valores de Cl de 0,00051, 0,00066, 0,00075, 0,00069, 0,00099 L/h/kg para la DAR de 3,4, 4,3, 5,9, 6,6 y 7,4,
respectivamente.

En conclusién, la DAR tiene un impacto sobre los pardmetros PK con una exposicién disminuida y una eliminacion
aumentada cuando aumenta la DAR.

Segun los resultados de la evaluacién de eficacia y PK, el DAR 6ptimo se incluird entre 59y 7,4.
Ejemplo 10

Evaluacion de hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 contra el adenocarcinoma prostatico PC-3 en ratones SCID
hembra

El efecto antitumoral del conjugado de anticuerpo y farmaco hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 se evalud a 8
niveles de dosis contra un tumor prostatico medible PC-3, que expresa intensamente la diana, implantado S.C. en
ratones SCID hembra. El grupo testigo se dejé sin tratar. Las dosis se expresan en miligramos de proteina por
kilogramo

Se administraron a 160, 120, 80, 40, 20, 10, 5y 2,5 mg/kg, mediante una inyeccién de bolo intravenosa (IV) el dia 17.
Materiales y métodos

Para la evaluacién de la actividad antitumoral de los conjugados, los animales se pesaron a diario y los tumores se
midieron de 2 veces por semana mediante calibre. Los pesos tumorales se calcularon usando la férmula masa (mg)
= [longitud (mm) x ancho (mm)2]/2. La evaluacién de la actividad antitumoral se hizo a la dosis no téxica mas alta
(HNTD, por sus siglas en inglés).

Una dosificacion que producia una pérdida de peso corporal (bwl, por sus siglas en inglés) de 20 % en el nadir
(media de grupo) o 10 % o mas muertes por farmaco, se consideré una dosificacién excesivamente toxica. Los
pesos corporales de los animales incluian los pesos tumorales. Los criterios de valoracion de la eficacia primaria son
oAT/AC, porcentaje de mediana de regresion, regresiones parciales y completas (PR y CR, por sus siglas en inglés)
y sobrevivientes sin tumor (TFS, por sus siglas en inglés).

Los cambios en el volumen del tumor de cada tumor para cada tratado (T) y testigo (C) se calcularon al restar el
volumen del tumor en el dia del primer tratamiento (dia de estadificacion) del volumen del tumor en el dia de la
observacion especificado. La mediana AT se calcula para el grupo tratado y la mediana AC se calcula para el grupo
testigo. A continuacion, se calcula la relacion AT/AC y se expresa como un porcentaje:

mediana(Tt - 1T0)
x 100
mediana(Ct - C0)

% AT/AC =

La dosis se considera terapéuticamente activa cuando AT/AC es menor que 40 % y muy activa cuando AT/AC es
menor que 10 %. Si la AT/AC es menor que 0, la dosis se considera altamente activa y se registra la fecha del
porcentaje de regresion (ref 1):

% de regresion tumoral: se define como el % de disminucion del volumen tumoral en el grupo tratado en un dia de
observacion especificado en comparacion con su volumen en el primer dia del primer tratamiento.

En un punto de tiempo especifico y para cada animal, se calcula el % de regresion. A continuacion, se calcula la
mediana del % de regresion para el grupo.

. volumen -volumen,
% de regresion (at) = x100
volumen ,

Regresion parcial (PR): Las regresiones se definen como parciales si el volumen tumoral disminuye hasta el 50 %
del volumen tumoral en el inicio del tratamiento.

Regresion completa (CR): La regresién completa se alcanza cuando el volumen tumoral = 0 mm? (se considera CR
cuando el volumen tumoral no se puede registrar).

TFS: Sin tumor se define como los animales con tumores indetectables al finalizar el estudio (>100 dias después del
Gltimo tratamiento)

Resultados
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Con una pauta de administracion simple, se hallé6 que la dosis de conjugado mas alta evaluada (160 mg/kg) era
téxica, indujo pérdida de peso corporal y muertes relacionadas con el farmaco.

Como se ilustra en la tabla VIl a la HNTD (120 mg/kg) y otras dosis mas bajas, el compuesto fue altamente activo.
Para todas las dosis excepto para 2,5 mg/kg, hu2zH11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 indujo regresiones parciales y para
120, 80 y 20 mg/kg indujo regresiones completas. Ademas, el modelo tumoral era caquéxico y la administracion del
compuesto redujo la pérdida de peso corporal en el nadir en comparacioén con el testigo

En conclusién, hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 exhibié una actividad alta con una buena dosis-efecto sobre el
modelo tumoral prostatico PC-3.

Ejemplo 11

Mapeo del epitopo e identificacion del paratopo mediante determinacion estructural de la estructura de cristal del
dominio extracelular del receptor EphA2 en complejo con el fragmento Fab de hu2H11-R35-R74 a resolucion 2,1 A.

Material y métodos

Se llevaron a cabo ensayos de cristalizacion iniciales en el dominio extracelular glucosilado del receptor EphA2-Fc
en complejo con el Fab de hu2H11R35-74. Se obtuvieron cristales solo en presencia de tripsina. Estos cristales se
analizaron y el mapeo peptidico mostré que contenian el Fab, alguna porcién del dominio de extremo N del dominio
extracelular de EphA2 y de Fc. Se produjo otro lote de complejo, esta vez usando dominio extracelular aglucosilado
del dominio extracelular del receptor EphA2 con etiqueta His terminal, en complejo con el fragmento Fab
recombinante de hu2H11R34-R74-His. Ambas construcciones del receptor EphA2 proporcionan la misma estructura
del complejo entre el receptor EphA2 y hu2H11R34-R75.

La region extracelular del receptor EphA2 esta compuesta por 4 dominios y se ha demostrado que es muy flexible: el
LBD (dominio de union a ligando), el CRD (dominio rico en cisteina) y dos repeticiones de fibronectina, nFN3 y cFN3.
Los diferentes dominios se usaron como modelos de blusqueda para el calculo del reemplazo molecular ya sea solos
0 en combinacion; también se produjeron y usaron modelos de los dominios variables y constantes de Fab, asi como
un modelo del Fc (pdb cédigo 11GT) para resolver la estructura de cristal.

Se sometieron a prueba diversas condiciones de cristalizacion y se usé un conjunto de datos a 2,1 A recogidos en el
ESRF para resolver la estructura del complejo. Nos ha permitido analizar la interfaz entre el dominio extracelular del
receptor EphA2 y hu2H11R34-R74.

Aunque la longitud completa de la region extracelular de EphA2 (25-534) estuvo presente inicialmente, los cristales
contenian solo los dominios LBD y CRD de la proteina (residuos 25-325 o 327 dependiendo del cristal (aqui se usa
una numeracién secuencial).

Resultados
Mapeo de epitopos

Figura 10: ilustra el mapeo del epitopo del dominio extracelular del receptor EphA2 para hu2H11R34-R75 (los
residuos del epitopo se definen como los residuos que contienen atomos que estan a 4 A de cualquier &tomo de los
residuos de CDR del fragmento Fab de hu2H11R34-R74).

El epitopo del dominio extracelular del receptor EphA2 cuando se une al fragmento Fab de hu2H11R34-R74 es un
epitopo conformacional que incluye los residuos del dominio LBD Gly49, Lys50, Gly51, Asp53, Cys70, Asn71, Val72,
Met73, Ser74, Gly75, GIn77, Phe108, Pro109, Gly110, Gly111, Ser113 y Ser114.

Figura 11: muestra los residuos del dominio extracelular del receptor EphA2 que son parte del epitopo
(representados en gris oscuro); los residuos en gris claro no son visibles en las estructuras de cristal.

Figura 12 A: representa la estructura general del complejo y la Figura 11B es una ampliacién de la parte con las dos
mutaciones de introducidas en la posicién 35y 74.

La conjugacion de hu2H11 se produce en los residuos lisina superficiales. Dos de estos se mutaron en arginina.
Estos dos residuos, R74 de cadena pesada y R35 de cadena ligera se representan en la Figura 12B:

R74 se encuentra proximo a la interfaz, orientado de manera opuesta al dominio extracelular del receptor EphA2 y a
aproximadamente 10 A del dominio extracelular mas cercano

R35 es uno de los residuos de paratopo y forma una unién H con Asp53 del dominio extracelular del receptor EphA2.
Seria muy probable que un residuo lisina hiciera las mismas interacciones con el antigeno y su conjugacién
claramente seria nociva para la unién al anticuerpo.
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Analisis del paratopo

En la interfaz entre el dominio extracelular del receptor EphA2 y hu2H11R35-R74 no participa todo el bucle de CDR.
Como puede observarse en la Figura 12, participan en la union principalmente las CDR de cadena pesada. Esto
sugiere que se pueden introducir cambios en las CDR de hu2H11, particularmente en la cadena ligera, pero no
exclusivamente, sin afectar de manera adversa la unién al receptor EphA2. El bucle L3 de la cadena ligera no
participa en absoluto en la interfaz, mientras que solo un residuo en el extremo de L1 (Arg35) interactia con el
dominio de extracelular de EphA2. Esto implica que cambios en el bucle L3 no impactarian la unién a EphA2 y que
el bucle L1 deberia tolerar mutaciones/inserciones de residuos aminoacidicos, siempre que no desestabilicen la
conformacion y orientacion del residuo Arg35.

En el paratopo de hu2H11-R35-R74 para el receptor EphA2 participan los siguientes residuos de la cadena ligera:
Arg35 del bucle L1, Tyr54, Arg58 y Asp60 de L2. En la cadena pesada participan los siguientes residuos: Thr30,
Ala31, Tyr32 y Tyr33 del bucle H1, Asn52, Tyr54, Asn55 y Phe57 de H2 y Glu99, Phe100, Tyr101, Gly102, Tyr103 y
Tyr105 de H3. Se usa un esquema de numeracion secuencial para las cadenas ligera y pesada.

Podria ser posible mejorar la afinidad del anticuerpo hu2H11-R35-R74 por el receptor EphA2 usando los datos
estructurales y, por ejemplo, la estrategia descrita en Clark et al (Protein Science (2006), 15:949-960) o Lippow et al
(Nature Biotech (2007), 10:1171-76).

Bucle H1: podria ser posible crear interacciones adicionales, por ejemplo, con Asp76, mediante mutacion sensata de
Thr H28.

En las interacciones entre la cadena ligera y el receptor Epha2 no participan residuos. Sin embargo, crear nuevas
interacciones probablemente requeria inserciones significativas en el bucle L1 o L3.

Las interacciones entre estos bucles y el receptor EphA2 se produce a través de residuos bastante grandes o largos:
cualquier cambio en este entorno podria resultar en la pérdida de la afinidad de unién.

Esta estructura de rayos X destaca los residuos de las CDR que se pueden mutar y que esto no afectaria la union a
EphA2.

En las siguientes descripciones, los residuos del paratopo no se deben modificar, a menos que se especifique para
conservar la unién al receptor EphA2. También se entiende que las mutaciones en las CDR no afectarian la
conformacion y orientacion de los residuos del paratopo para conservarla union al receptor EphA2. La numeracion
de los residuos es secuencial y no sigue las convenciones de Kabbat, segin se usan en Al-Lazikani ((1997) J. Mol.
Biol. 273, 927-948). “X” representa “cualquier residuo”, mientras que “” indica que no se debe hacer ninguna
modificacion en esta posicion.

En la L1 de CDR (SEQ ID °4), excepto D 33 y R35, no hay restriccién en la secuencia siempre que la longitud del
bucle se conserve y adopte la estructura canonica L1-kappa4 segun se describe en J. Mol. Biol. (1992) 227: 799-817,
J. Mol. Biol. (1992) 227: 776-798 y en Al-Lazikani et al (mencionado supra). Esto significa que los angulos de torsion
de las uniones peptidicas estan dentro del intervalo aceptado definido en la Figura 5 de Al-Lazikani et al (citado
supra).

Arg35 se ha mutado para evitar la conjugacién en este residuo. Sin embargo, un Lys haria las mismas interacciones
con EphA2 y, por lo tanto, se pronostica que el anticuerpo hu2H11 genitor hara la misma interaccion con el receptor
EphA2 y se unira con el mismo epitopo del receptor EphA2.

Un Asp es el residuo preferido en la posicion 33.

Numeracién 26 |27 |28 |29 |30 |3t 32 |33 |34 |35 36 (37
Secuencia inicial S Q S L | H S D G R T Y
Mutaciones sugeridas X X X X X X X D X R/K X X

En la L2 de CDR (SEQ ID N°5) ambos Leu podrian reemplazarse por una sustitucién conservadora tal como lle. Val
podria reemplazarse por lle (menos favorable). El primer Ser del bucle se puede reemplazar por cualquier residuo,
mientras que el segundo podria reemplazarse por otro residuo hidréfilo/cargado. El residuo Tyr (54) no se deberia
cambiar.

63



ES2716812 T3

Numeracién 54 55 56 57 58 59 60 61
Secuencia inicial Y L \ S R L D S
Mutaciones sugeridas - L/ Vii X - L/ - S/T/DIN/E/Q

En la L3 de CDR (SEQ ID N°6) no hay restriccion en la secuencia ni longitud del bucle, siempre que adopte la
estructura canonica L3-kappal segun se describe en Al-Lazikani et al (citado supra).

Numeracién 94 95 96 97 98 99 100 101 102
Secuencia inicial W Q G S H F P R T
Mutaciones sugeridas X X X X X X X X X

Alrededor de la H1 de CDR (SEQ ID N°1) GYTFTAYY) el primer Thr del bucle (Thr 28) es una posible posicion para
la maduracién de la afinidad.

Numeracién 26 27 28 29 30 31 32 33
Secuencia inicial G Y T F T A Y Y
Mutaciones sugeridas - - Especial - - - - -

En la H2 de CDR (SEQ ID N°2) el Phe y el Tyr se pueden reemplazar por cualquier residuo aromatico (F/Y/W).

Numeracién 52 53 54 55 56 57
Secuencia inicial N P Y N G F
Mutaciones sugeridas - - Y/F/W - - F/Y/W

En la H3 de CDR (EFYGYRYFDV) no se deberia hacer ningin cambio en este bucle.

Numeracién 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108
Secuencia inicial E F Y G Y R Y F D \Y

Mutaciones sugeridas - - - - - - - - - -

Sitio de unién a Ephrin

El anticuerpo hu2H11 muestra actividad funcional: inhibe la unién a ephrin-A1 y la fosforilacién inducida por ephrin-
A1 de EphA2. Se ha publicado la estructura de los dominios LBD y CRD del receptor EphA2 en complejo con
ephrinA1 (PDB cédigo 3MBW). Cuando se superpone esta estructura con la de EphA2 en complejo con el fragmento
Fab de hu2H11R35R74, aparece de manera clara que la cadena ligera del fragmento Fab de 2H11R35R74 se
superpone con el area de union de ephrin-A1 en EphA2 y, por lo tanto, confirma la naturaleza competitiva del
anticuerpo hu2H11.

Ejemplo 12
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Inhibicién del crecimiento de células tumorales que expresan EphA2 mediante conjugados de 2H11R35R74-DM4
humanizados

Las células MDA-MB231 en fase exponencial de crecimiento se tripsinizaron y resuspendieron en medio de cultivo
(DMEM/F12 Gibco n.° 21331; SVF al 10 % Gibco n.° 10500-056; 2nM de Glutamina Gibco n.°). La suspension
celular se distribuyé en placas de cultivo de 96 pocillos Cytostar (GE Healthcare Europe, n.° RPNQO0163) en medios
que contenian suero completo a una densidad de 5000 células/pocillo. Después de revestimiento durante 4 horas,
se agr egaron diluciones en serie de los conjugados a pocillos por triplicado a concentraciones que variaban entre 10°

M. Las células se cultivaron a 37 °C/CO- al 5 % en presencia de los conjugados de anticuerpo-compuesto
mtotoxmo durante 3 dias. El 4° dia, se agregaron 10 pl de una disolucién de 14C timidina (0,1 pCi/pocillo (Perkin
Elmer n.° NEC56825000) a cada pocillo. La captacion de 14C timidina se midié 96 horas después del inicio del
experimento con un contador radioactivo microbeta (Perkin EImer). Las muestras en blanco con reactivos sin células
se restaron de las lecturas de los pocillos de prueba y los datos se graficaron como fracciones de supervivencia
obtenidas al dividir las lecturas de las células tratadas con conjugado entre el promedio de lecturas de los pocillos
testigo de células tratadas con vehiculo. En algunos experimentos, se agregé anticuerpo no conjugado (2H11 o
2H11R35R74) a los pocillos a una concentracion de 1 uM en el inicio del experimento y se midié la inhibicién de la
proliferacién como se describié anteriormente.

Resultados

Los resultados que se indican en la tabla IX sugieren que todos los conjugados de 2H11R35R74 DM4 evaluados son
tan potentes como hu2H11R35R74-Peg4-AcNH-DM4 para inhibir el crecimiento de células MDA-MB231.

Ejemplo 13

Evaluacién de diferentes enlazadores sobre la actividad antitumoral de conjugados de 2h11-DM4 contra
adenocarcinoma de colon Lovo en ratones SCID hembra

Materiales y métodos

Para la evaluacién de la actividad antitumoral de los conjugados, los animales se pesaron a diario y los tumores se
midieron de 2 veces por semana mediante calibre. Los pesos tumorales se calcularon usando la formula masa (mg)
= [longitud (mm) x ancho (mm) J/2. La evaluacion de la actividad antitumoral se hizo a la dosis no téxica mas alta
(HNTD, por sus siglas en inglés).

Una dosificacion que producia una pérdida de peso corporal (bwl, por sus siglas en inglés) de 20 % en el nadir
(media de grupo) o 10 % o mas muertes por farmaco, se consideré una dosificacién excesivamente toxica. Los
pesos corporales de los animales incluian los pesos tumorales. Los criterios de valoracion de la eficacia primaria son
oAT/AC, porcentaje de mediana de regresion, regresiones parciales y completas (PR y CR, por sus siglas en inglés)
y sobrevivientes sin tumor (TFS, por sus siglas en inglés).

Los cambios en el volumen del tumor de cada tumor para cada tratado (T) y testigo (C) se calcularon al restar el
volumen del tumor en el dia del primer tratamiento (dia de estadificacion) del volumen del tumor en el dia de la
observacion especificado. La mediana AT se calcula para el grupo tratado y la mediana AC se calcula para el grupo
testigo. A continuacion, se calcula la relacion AT/AC y se expresa como un porcentaje:

mediana(Tt - T0)
mediana(Ct - C0)

% AT/AC =

La dosis se considera terapéuticamente activa cuando AT/AC es menor que 40 % y muy activa cuando AT/AC es
menor que 10 %. Si la AT/AC es menor que 0, la dosis se considera altamente activa y se registra la fecha del
porcentaje de regresion (ref 1):

% de regresion tumoral: se define como el % de disminucion del volumen tumoral en el grupo tratado en un dia de
observacion especificado en comparacion con su volumen en el primer dia del primer tratamiento.

En un punto de tiempo especifico y para cada animal, se calcula el % de regresion. A continuacion, se calcula la
mediana del % de regresion para el grupo.

. volumen -volumen,
% de regresién (at) = x100
volumen

Regresion parcial (PR): Las regresiones se definen como parciales si el volumen tumoral disminuye hasta el 50 %
del volumen tumoral en el inicio del tratamiento.
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Regresion completa (CR): La regresién completa se alcanza cuando el volumen tumoral = 0 mm? (se considera CR
cuando el volumen tumoral no se puede registrar).

TFS: Sin tumor se define como los animales con tumores indetectables al finalizar el estudio (>100 dias después del
Gltimo tratamiento)

Resultados

La actividad antitumoral de los conjugados de anticuerpo y farmaco 2h11-DM4 con diferentes enlazadores no
escindibles hu2H11-R35R74-PEG4-AcNH-DM4, hu2H11-R35R74-PEG8-AcNH-DM4, hu2H11-R35R74-PEG4-
AcNMe-DM4, hu2H11-R35R74-PEG4-Allyl-DM4 y hu2H11-R35R74-Acetilo-DM4 se evalu6 al comparar la misma
dosis de 600 pg de DM4/kg en tumores de colon Lovo implantados S.C. en SCID hembra. El grupo testigo se dejé
sin tratar. Las dosis se expresaron en microgramos de DM4 por kilogramo. Los conjugados de administraron
mediante una inyeccion de bolo intravenosa (IV) el dia 14.

Como se ilustra en la Tabla X, usando una pauta de administracion simple, los cinco conjugados exhibieron la
misma actividad alta sobre el modelo de tumor Lovo con una AT/AC <0 y el mismo impacto sobre la pérdida de peso
corporal (-13,3 % en el grupo testigo frente a -9,5 % a 11,2 % para los grupos tratados). El hu2H11-R35R74-PEG4-
AcNH-DM4 exhibi6 la mejor eficacia con una regresion tumoral de 82 % y 1CR en comparacion con regresiones
tumorales de 72 %, 69 %, 41 % y 33 % sin CR para hu2H11-R35R74-PEG4-AcNMe-DM4, hu2H11-R35R74-Acetilo-
DM4, hu2H11-R35R74-PEG4-Allyl-DM4 y hu2H11-R35R74-PEG8-AcNH-DM4, respectivamente.

TABLAS
Tabla I: Analisis Biacore de la union de hu2H11R35R74 y conjugados de este a EphA2

Datos de cinética de union a huEphA2-mFc (133RU) / Biacore

Anticuerpo huEphA2 D/A | Ka (Kon) M's™) [Kg (Kot) (s') |[Ka (M) Kp (M) |DES. TiP. |Relacién
hu2H11 0 |3.71E+06 1.10E-03 | 3.39E+09 |2.98E-10 |3.61E-11 1.0
hu2H11R35R74 0 |5.25E+06 1.15E-03  |4.59E+09 2.18E-10 1.13E-11 0.7
hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 |5.6 |4.35E+06 1.15E-03 | 3.80E+09 2.63E-10 |*** 0.9
hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 6.3 |4.21E+06 1.19E-03  |3.55E+09 2.82E-10 |*** 0.9
hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 |7.4 |4.47E+06 1.23E-03 | 3.64E+09 2.75E-10 |*** 0.9
hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 | 8.4 | 4.15E+06 1.11E-03  |3.76E+09 |2.66E-10 |*** 0.9
hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 9.3 | 3.08E+06 1.29E-03  |2.38E+09 |4.21E-10 |*** 1.4
hu2H11-PEG4-NHAc-DM4 7.5 |1.49E+06 2.42E-03  |6.16E+08 |1.62E-09 | *** 5.4

Tabla II: Actividad citotéxica de hu2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4 en células Lovo

Conjugado DAR Clsp (M)

hu2H11-PEG4-Mal-DM4 6.99 1.22 E-10
hu2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4 6.70 7.96 E-11
hu2H11R35R74-PEG4-Mal-DM4 7.00 1.16 E-11
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Tabla IlI: Citotoxicidad de hu2H11R35R74 y conjugados de este en células MDA MB231 y células SKMEL-28

2H11 ADC MB231 (nM)

hu2H11-SPDB-DM4 DAR:3.93 |1.1

hu2H11R35R74-SPDB-DM4

DAR:3.97 12
hu2H11R35R74-PEG4-Mal- 0.1
DM4 DAR:6.1 ’
hu2H11-PEG4-NHAc-DM4 DAR

0.2
=53
hu2H11R35R74-PEG4-NHAc- 0.06

DM4 DAR =5.5

8.1

11.5

25.1

27.4

80.8

CI50 de MDA- |CI50 de MDA-MB231 + 2H11 |CI50
no conjugado (nM)

de | CI50

relacion

7 8.4

9 13.1
228 51
114 26
1346 104.4

de

SKMEL28 (nM)

Tabla IV: Parametros farmacocinéticos de conjugados tras una administracién intravenosa simple de 20 mg/kg de
hu2H11-SPDB-DM4 y hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 en tampon HGS a ratones CD-1. Los valores se
determinaron a partir de las concentraciones en plasma medias

Administracion intravenosa

Compuesto (DAR) Deteccion |CO AUC(0-672h) | Tult.
[ng/mL] |[ng.h/mL] [hora]

hu2H11R35R74- Total 530,000 69,000,000 |672

PEG4-NHAc-DM4

DAR =5.5 Conjugado | 600,000 54,000,000 672

hu2H11-SPDB-DM4 | Total 270,000 45,000,000 |672

DAR = 3.9

Conjugado | 360,000 28,000,000 672

AUC(0-inf) | Extrap
[ng.h/mL] [%]

73,000,000 |4.6
56,000,000 |3.5
47,000,000 (3.2

28,000,000 |0.29

T1/2
[hora]

190
150
160

87

cl
[L/h/kg]

0.00027
0.00036
0.00043

0.00070

Vdss
[L/kg]

0.068
0,069
0.095

0,080

Tabla V: Evaluacién de la actividad antitumoral del conjugado hu2H11- PEG4-NHAc -DM4 y el conjugado
hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 contra tumor de colon humano avanzado en ratones SCID hembra.

Dosificaci | Muert

Via/ 6n en|e por
Dosificaci = mg/kg de |farma
- aut Y
A 6n en proteina |co
gente aen .
mL/kg di por (Dia
fas |: -
por inyeccion |de la
inyeccion (mg de muert
DM4) e)
hu2H11R
35 R74- v 40 (1.6) |0/6
PEG4- 15
NHAc- 16mL/kg
DM4 10 (0.4) 1 0/6
DAR =

Bwc Median
promed |a de
io en % |AT/AC
por en % el
raton |dia 21
en el|si<0 (%
nadir |de

(dia del |regresio
nadir) |n)

14.7(25 28
)

182 |39

67

Regresion

es Sobrevivien
tes sin
tumores el
dia 30

PR |CR

0/6 |0/6 |0/6

0/6 10/6 |0/6

Valor de la

bioestadisti

co?

Dia 21

0,011

0.0174

Comentari

0s

Activo

Activo



Via/
éDr?SIflcaeCr: Pau
Agente mL/kg 3{::
por
inyeccion
5,9
hu2H11-
PEG4-
NHAc- v 15
DM4 16mL/kg
DAR =
5.3
Testigo |- -

Dosificaci
on en
mg/kg de
proteina
por
inyeccion
(mg de
DM4)

44 (1.6)

11 (0.4)

ES2716812 T3

M Bwc Median Valor de la
uert .
e por _promed a de | Regresion . .
., io en % |AT/AC |es - bioestadisti
farma Sobrevivien a
co por en % ol tes sin | ©° Comentari
. ratbon |dia 21
(Dia en el si<0 (% tumores el 0s
de la . ° dia 30
muert na,dlr de .- |PR |CR Dia 21
(dia del |regresi6 1a
e) .
nadir) |n)
(25)
-13.6 ;
0/6 (25) 26 0/6 |0/6 |0/6 0.0008 Activo
-15.8 ;
0/6 76 0/6 |0/6 |0/6 NS Inactivo
(25)
-14,7
0/8 27) - 0/8 |0/8 |0/8

Tabla VI - Evaluacion de la actividad antitumoral del conjugado hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 a diferentes DAR
contra el adenocarcinoma prostatico humano avanzado PC-3 en ratones SCID hembra

Agente (lote)

hu2H11R35R
74-PEG4-
NHAc-DM4
D/A=3,4

hu2H11R35R
74-PEG4-
NHAc-DM4
D/iA=4,4

hu2H11R35R
74-PEG4-
NHAc-DM4
D/A=5,9

hu2H11R35R
74-PEG4-
NHAc-DM4
DIA=6,2

Via/ Dosificaci
Dosificaci |Paut |2" K en
on en|a en mg/ g por
mL/kg por |dias '(%i?glon
inyeccién total)

10
\Y%
16mlkg |18

5
" 10
16mL/kg 16

5
v 10
16mlkg | ©

5
" 10
16mL/kg 16

5

Muert
por
farmac
o (Dia
de la
muert

e)

0/8

0/8

0/8

0/8

0/8

0/8

0/8

0/8

Bwc
promed
io en %
por
ratén
en
nadir
(dia del
nadir)

el

-3.4(23)

11.9(30
)

-4.4(17)
-4.5(25)
-5.3(17)
-9.3(34)
-5.4(17)

-8.0(34)

68

Mediana | Regresion

de es

AT/AC TF

en % el S palor de fa Comentari

dia 27 si el bioestadisti |os

<0 (% dia co?

de PR CR |34

regresio

n)

20 0/8 |0/8 |0/8 NS Activo

52 0/8 |0/8 |0/8 NS Inactivo
Altamente

<0(6.8) |1/8 |0/8 |0/8 0.0020 activo

40 0/8 |0/8 |0/8 NS Inactivo

<0(42.8) |5/8 0/8 |0/8 <0.0001 Altamente
activo

3 5/8 |1/8 |0/8 10.0013 Muy activo
Altamente

<0(13.4) 2/8 |0/8 |0/8 |<0.0001 activo

10 2/8 |0/8 |0/8 0.0043 Muy activo
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Bwc Mediana | Regresion
Dosificaci Muert |promed |de es
Via/ 6n en e por|io en % AT/AC TF Valor de la
Dosificaci | Paut ma/ka por farmac |por en % el S Comentari
Agente (lote) |6n en|a en MIMQ pOri, (Dia |raton dia 27 si el P -
. inyeccion o . | bioestadisti |os
mL/kg por |dias dosi de lajen el|<0 (% dia a
inyeccion (dosis muert | nadir de PR CR |34 ©©
total) . o
e) (dia del |regresio
nadir) |n)
hu2H11R35R 10 0/8 |-5.0(17) |<0(66) |6/8 |0/8 |0/8 |<0.0001 Qgt?\;ge”te
74-PEG4- \Y 16
NHAc-DM4 | 16ml/kg Al X
DIA=7,4 5 0/8  |-6.3(17) |<0(35.5) |4/8 0/8 |0/8 |<0.0001 act?\;ge”e
10 0/8  |-6.3(17) |<0(59.6) |7/8 2/8 |0/8 |<0.0001 Altamente
hu2H11R35R activo
74-PEG4- \Y 16
NHAc-DM4 | 16ml/kg ]
D/A=8,4 5 0/8 15.6(34 |8 2/8 |0/8 |0/8 0.0014 Muy activo
)
Testigo 00 |19.6@7 100 0110 010 |

)

Tabla VIII - Evaluaciéon de la actividad antitumoral del conjugado hu2H11R35R74-PEG4-NHAc-DM4 contra el
adenocarcinoma prostatico humano avanzado PC-3 en ratones SCID hembra.

Bwc Regresion Valor de la p
Dosificaci Muert |promed es bioestadistico®
\éla/_f_ e on en S, por [io en % Medlg 'SI'F
Agente Zositicact aut mg/kg por armac |por na oe Comentari
(lote) on enjaen . o 6n |© (Dia |raton AT/AC el s
mL/kg por |dias (d):)sis de lajen ellen % dia
inyeccion total) muert | nadir (dia) PR CR |49 D26 D31
e) (dia del
nadir)
17 160.0 )1/5(24 21.026 - A Téxico
v )
25ml/kg
: <0.000 | HNTD
120.0 0/5 14.4(24 (<0 (31) |5/5 |1/5 |0/5 1 ) Altamente
hu2H11R35 ) activo
R7 4-PEG4-
NHAc-DM4 -10.3 <0.000 |Altamente
DAR=5.9 v 17 180.0 0/5 (24) <0 (31) |5/5 |2/5 |0/5 ) activo
-6.9 <0.000 |Altamente
16mL/kg 40.0 0/6 (20) <0 (31) |6/6 |0/6 |0/6 1 activo
-3.7 <0.000 |Altamente
20.0 0/6 (49) <0(31) |6/6 |1/6 |0/6 1 activo
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Via/ Dosificaci Z/Iuepr(t)r
Agente Dosificaci | Paut ?nn K eorl farmac
9 6n en|a en |MIKY PO, (Dia
(lote) . inyeccion

mL/kg por |dias (dosis de Ila
inyeccion total) muert

e)

10.0 0/6

5.0 0/6

25 0/6

Testigo - - - 0/8

Bwc Regresion
promed es

i0 en % |Media

por na de

raton AT/AC

en ellen %

nadir (dia) PR |CR
(dia del

nadir)

-10.9

(35) 19 (26) |(1/6 |0/6
-2.8

(33) 3(26) |1/6 |0/6
-9.4

(33) 5(26) |0/6 |0/6
-29.1

(35) 100 1/8 0/8

TF

el
dia
49

0/6

0/6

0/6

0/8

Valor de la p
bioestadistico®

D26

0.0002

<0.000

<0.000

Comentari
os

D31

Activo

Muy activo

Muy activo

Tabla IX: Citotoxicidad de hu2H11R35R74 y conjugados de hu2H11R35R74 y DM4 en células MDA MB231

Conjugado DAR
hu2H11-R35R74-PEG4-AcNH-DM4 5.9
hu2H11-R35R74-PEG8-AcNH-DM4 4.9
hu2H11-R35R74-PEG4-Allyl-DM4 5.3
hu2H11-R35R74-PEG4-AcNMe-DM4 5.4
hu2H11-R35R74-Acetyl-DM4 6.5

CI50 (pM)
ADC solo
147
400
161
217

185

+ hu2H11R35R74 no conjugado relacién
29731 202
24955 62
7820 49
36400 168
19514 105

Tabla X: Evaluacion de la actividad antitumoral del conjugado hu2H11-R35R74-DM4 con diferentes enlazadores no
escindibles contra adenocarcinoma de colon humano avanzado Lovo en ratones SCID hembra.

Bwc
Muerte .
e, e promedio
Dosificacién | Dosificacion por o
en mblkg|en pg de Pauta farmaco | " Yo pOr
Agente por DM4/kg por e (Dia de raton en
inyeccién inyeccién dias la el nadir
muerte) (d'a. del
nadir)
hu2H11-
R35R74-
PEG4- |16 mi/kg 600 14 0/6 -9.5 (23)
AcNH-
DM4

70

Mediana

de
AT/AC

en % el

dia 26

<0

%

82

de
regresion

el dia 26
(mediana)

Regresiones

5/6

Comentarios
CR
1/6 Altgmente
activo
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Muerte Bwc . . Regresiones

Dosificacién | Dosificacion por promedio | Mediana % de

en mblkg|en pg de Pauta farmaco | " % por |de regresion
Agente en . ratbn en |AT/AC : Comentarios

por DM4/kg por | 3 (Dia de . el dia 26

; . . 2 dias el nadir len % el . PR |CR

inyeccion inyeccion la p p (mediana)

(dia del |dia 26
muerte) .
nadir)

hu2H11-
R35R74-
PEGS- |16mlkg 600 14 |0/6 -11.2 (32) | <0 33 o/6 |o/g |Altamente
AcNH- activo
DM4
hu2H11-
R3SR74- Altamente
PEG4- |16 ml/kg 600 14 0/6 -8.5(23) |<0 72 6/6 |0/6 i
AcNMe- activo
DM4
hu2H11-
R35R74- Altamente
PEG4- |16 mi/kg 600 14 0/6 -10.6 (23) |<0 41 2/6 |0/6 .
Allyl- activo
DM4
hu2H11-
Aol e mikg 600 14 o -10.8 (25) | <0 69 6/6 |06 Altamente
cetyl- activo
DM4
Testigo |- - - 0/10 -13.3 (30) |- - - -

Listado de secuencias

<110> SANOFI-AVENTIS

<120> NUEVO ANTICUERPO ANTAGONISTA DIRIGIDO A EPHA2 PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER
<130> FR2009-082 PCT

<160> 19

<170> PatentlIn versién 3.3

<210> 1

<211>5

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 1
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15

20
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Ala Tyr Tyr Met His
1 5

<210> 2

<211>17

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 2

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

Gly

<210> 3

<211>10

< 212> PRT

< 213> Mus musculus
<400> 3

Glu Phe Tyr Gly Tyr Arg Tyr Phe Asp Val
1 5 10

<210> 4

<211>16

< 212> PRT

< 213> Mus musculus
<400> 4

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Ile His Ser Asp Gly Arg Thr Tyr Leu Asn
1 5 10 15

<210>5

<211>7

< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 5
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15
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Leu Val Ser Arg Leu Asp Ser
1 5

<210> 6

<211>9

< 212> PRT

< 213> Mus musculus
<400> 6

Trp Gln Gly Ser His Phe Pro Arg Thr
1 5

<210>7

<211> 357

< 212> ADN

< 213> Mus musculus
<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(357)

<400>7

73



gag gtc
Glu Val

tca gtg
Ser val

tac atg
Tyr Met

gga ctt
Gly Leu
50

gag gac
Glu Asp
65

atg gaa
Met Glu

gca aga
Ala Arxg

ace gog
Thr Ala

<210>8

cag
Gln

aaq
Lys

cac
His
35

gtt
Val

aag
Lys

ctc
Leu

gaa
Glu

gte
val
115

<211>119

<212> PRT

ctg
Leu

att
Ile
20

tgg
Trp

aat
Asn

geo
Ala

cac
His

tte
Phe
100

acc
Thr

caa
&E1ln

tea
Ser

gtg
Val

cet
Pro

aga
Ser

agc
Ser
85

tac

Tyr

gte
val

< 213> Mus musculus

<400> 8

cag
Gln

tgc
Cys

aag
Lys

tac
Tyr

ttg
Leu
70

ctg

Leu

gge
Gly

tee
Ser

tet
Ser

aag
Lys

caa
Gln

aat
Asn
55

act
Thr

aca
Thr

tac
Tyr

tca
Ser

gga
Gly

get
Ala

agt
Ser
40

ggt
Gly

gta
Val

tect
Ser

cgg
Arg
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cct
Pro

tet
Ser
25

cat
His

ttt
Phe

gat
Asp

gag
Glu

tac
Tyr
105

gag
Glu
10

agt
Gly

gta
Val

agt
Ser

aga
Arg

gac
Asp
90

tte
Phe

ctg
Leu

tac
Tyr

aag
Lys

age
Ser

tte
Phe
75

tect

Ser

gat
Asp

gtg
Val

tca
Ser

agt
Ser

tac
Tyr
60

tee
Ser

gca
Ala

gte
Val

74

aag
Lys

tte
Phe

ctt
Leu
45

aac

Asn

age
Ser

gte
Val

tgg
Trp

cct
Pro

act
Thr
30

gag
Glu

cag
Gln

ace
Thr

tat
Tyr

gge
Gly
110

agg
Gly
15

gee
Ala

tgg
Trp

aat
Asn

goo
Ala

tac
Tyr
95

gca
Ala

gct
Ala

tag
Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr
80

tgt
Cys

ggg
Gly

48

96

144

192

240

288

336

357
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Glu

Ser

Tyr

Gly

Glu

Met

Ala

Thr

val

Val

Met

Leu

50

Asp

Glu

Arg

Ala

<210>9

Gln

Lys

His

35

Val

Lys

Leu

Glu

val
115

<211>339

<212> ADN

Leu

Ile
20

Trp

Asn

Ala

His

Phe

100

Thr

Gln

Ser

Val

Pro

Ser

Ser

Tyr

Val

< 213> Mus musculus

<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(339)

<400>9

gat
Asp
1

caa

Gln

gat
Asp

cca
Pro

gac
Asp

gtt
val

cca
Pro

gga
Gly

aag
Lys
50

agg
Arg

gtg
Val

gcc
Ala
aga
35

cge

Arg

tte
Phe

atg
Met

tecc
Ser

aca
Thr

cta
Leu

act
Thr

ace
Thr

atc
Ile

tat
Tyr

att
Ile

ggc
Gly

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

Gly

Ser

cag
Gln

tct
Ser

ttg
Leu

tat
Tyr

agt
Ser

Ser

Lys

Gln

Asn
55

Thr

Thr

Tyr

Ser

act
Thr

tgc
Cys

aat
Asn

ctyg
Leu
55

gga
Gly

Gly

Ala

Ser
10

Gly

Val

Ser

Arg

cca
Pro

aag
Lys

tgg
Trp
40

gtg
val

teca
Ser
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Pro

Ser
25

His

Phe

Asp

Glu

Tyr
105

cte
Leu

tca
Ser

ttg
Leu

teok
Ser

999
Gly

Glu
10

Gly

val

Ser

Arg

Asp

Phe

act
Thr
10

agt

Ser

tta
Leu

aga
Arg

aca
Thr

Leu

Tyr

Lys

Ser

Phe
75

Ser

Asp

ttyg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

ctg
Leu

gat
Asp

val

Ser

Ser

Tyr
60

Ser

Ala

Val

teg
Ser

agc
Ser

agy
Arg

gae
Asp
60

tte
Phe

75

Lys

Phe

Leu
45

Asn

Ser

Val

Trp

gtt
Val

ctc
Leu

cca
Pro
415

tet
Ser

aca
Thr

Pro

Thr
30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

ace
Thr

ata
Ile

ggc
Gly

gga
Gly

ctyg
Leu

Gly
15

Ala

Trp

Asn

Ala

Tyr
95

Ala

att
Ile
15

cat

His

cag
Gln

gte
val

daa
Lys

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Gly

gga
Gly

agt
Ser

tect
Ser

cet
Pro

ate
Ile

48

96

144

192

240
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65 70 75 80
age aga gtg gag get gag gat ttg gga gtt tat tat tge tgg caa ggt 288
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 20 95

tca cat ttt cct cgg acg tte ggt gga ggc acc aag ctg gaa atc aaa 336
Ser His Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
cgg 339
Arg
<210> 10
<211>113
< 212> PRT

< 213> Mus musculus

<400> 10

Agp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Ile His Ser
20 25 30

Asp Gly Arg Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Arg Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 90 95

Ser His Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

Arg
<210> 11

<211> 357
< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
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<220>

<221>CDS

< 222> (1)..(357)

<400> 11

cag gtg
Gln Val
1

tet gbg
Ser val

tat atg
Tyr Met

gge ttg
Gly Leu
50

cag gge
Gln Gly
65

atg gag
Met Glu

gca cgt
Ala Arxg

aca goeo
Thr Ala

<210> 12

caa
Gln

aaq
Lys

cat
His
35

gtg
Val

aag
Lys

ctc
Leu

gag
Glu

gte
val
115

<211>119

< 212> PRT

ctg
Leu

ata
Ile
20

tgg
Trp

aac
Asn

get
Ala

cat
His

tte
Phe
100

aca
Thr

gtg
Val

tea
Ser

gtt
Val

cet
Pro

tee
Ser

teca
Ser
85

tac

Tyr

gty
val

< 213> Homo sapiens

<400> 12

caa
Gln

tgt
Cys

aaa
Lys

tat
Tyr

ctg
Leu
70

ctg

Leu

gge
Gly

age
Ser

tece
Ser

aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn
55

act
Thr

aca
Thr

tat
Tyr

tet
Ser

agt
Gly

gec
Ala

agt
Ser
40

gga
Gly

gta
Val

tca
Ser

aga
Arg
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goe
Ala

teo
Ser
25

cce
Pro

tte
Phe

gac
Asp

gaa
Glu

tac
Tyr
105

gag
Glu
10

gge
Gly

gtg
Val

tca
Ser

aga
Arg

gac
Asp
90

ttt
Phe

gte
val

tac
Tyr

cag
Gln

agt
Ser

tet
Ser
75

age

Ser

gac
Asp

gte
Val

act
Thr

tcec
Ser

tac
Tyr
60

agt
Ser

gece
Ala

gte
Val

77

aaa
Lys

Lttt
Phe

ctg
Leu
45

aat
Asn

tee
Ser

gta
Val

tgg
Trp

[alale]
Pro

aca
Thr
30

gaa
Glu

caa
Gln

aca
Thr

tac
Tyr

gge
Gly
110

gga
Gly
15

gee
Ala

tgg
Trp

aag
Lys

goo
Ala

tat
Tyr
95

caa
Gln

gca
Ala

tag
Tyr

ate
Ile

ttt
Phe

tac
Tyr
80

tge
Cys

gge
Gly

48

96

144

192

240

288

336

357
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Gln Val Gln Leu Val &ln Ser Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala

Ser val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr aAla Tyr
20 25 30

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Ser Prc Val Gln Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Leu Val Asn Pro Tyr Asn Gly Phe Ser Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Ser Leu Thr Val Asp Arg Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu His Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

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

100 105 110

Thr Ala Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 13

<211> 336

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(336)

<400> 13
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gac gte
Asp Val

caa ccc
Gln Pro

gac ggc
Asp Gly

cct aaa
Pro Lys
50

gac cgg
Asp Arg
65

tec agg
Ser Arg

agc cat
Ser His

<210> 14

gtg
Val

gct
Ala

cgt
Arg
35

agg
Arg

tEt
Phe

gtg
val

ttec
Phe

<211>112

< 212> PRT

atg
Met

tec
Ser
20

acg
Thr

ctt
Leu

act
Thr

gaa
Glu

cco
Pro
100

aca
Thr

att
Ile

tac
Tyr

ate
Ile

ggt
Gly

get
Ala
85

cgt
Arg

< 213> Homo sapiens

<400> 14

Asp Val
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Lys
50

Asp Arg
&5

Ser Arg

Ser His

val

Ala

Arg
35

Arg

Phe

vVal

Phe

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Arg

caa
Gln

age
Ser

cte
Leu

tac
Tyr

tee
Ser
70

gaa
Glu

act
Thr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

ace
Thr

tge
Cys

aat
Asn

ctg
Leu
55

ggg
Gly

gat
Asp

ttt
Phe

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

cet
Pro

aaa
Lys

tgg

40

gte
Val

geo
Ala

cte
Leu

ggt
Gly

Pro

Lys

Trp
40

Val

Ala

Leu

Gly

ES2716812 T3

ctg
Leu

teca
Ser
25

ctg

Leu

tetk
Ser

gga
Gly

gga
Gly

ggg
Gly
105

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
1405

tece
Ser
10

teca

Ser

ctg
Leu

cgt
Arg

ace
Thr

gtg
val
90

ggt
Gly

Ser
10

Ser

Leu

Arg

Thr

Vval

90

Gly

ctg
Leu

caa
Gln

cag
Gln

ttg
Leu

gat
Asp
75

tat
Tyr

acc
Thr

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

age
Ser

tet
Ser

aga
Arg

gac
Asp
60

tte
Phe

tat
Tyr

aaa
Lys

Ser

Ser

Arg

Asp
60

Phe

Tyr

Lys

79

gte
Val

ctc
Leu

cca
Pro
45

tet

Ser

act
Thr

tgc
Cys

ttg
Leu

Val

Leu

Pro
45

Ser

Thr

Cys

Leu

act
Thr

atc
Ile
30

gga
Gly

ggt
Gly

ctg
Leu

tgg
Trp

gaa
Glu
110

Thr

Ile

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

ctg
Leu
15

cac
His

cag
Gln

gta
Val

aag
Lys

cag
Gln
95

att
Ile

Leu
13

His

Gln

Val

Lys

Gln

5

Ile

gga
Gly

tca
Ser

tcc
Ser

cca
Pro

att
Ile
80

gge
Gly

aag
Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

48

96

144

192

240

288

336



10

<210> 15

<211> 717

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<220>

<221>CDS

<2225 (1)..(717)

<400> 15

atg gga
Mat Gly
1

gtg cac
Val His

act ctg
Thr Leu

atc cac
Ile His
50

gga cag
Gly Gln

ggt gta
Gly Val

ctg aag
Leu Lys

tgg cag
Trp Gln

gaa att
Glu Ile
130

tet gat

tgg
Trp

agt
Ser

gga
Gly
35

tca

Ser

tcc
Ser

cca
Pro

att
Ile

ggc
Gly
115

aag
Lys

gag

tet
Ser

gac
Asp
20

caa

Gln

gac
Asp

cct
Pro

gac
Asp

tecec
Ser
100

agc
Ser

cgt
Arg

cag

tge
Cys

gtec
Val

cee
Pro

gge
Gly

aaa
Lys

cgg
Arg
85

agg
Arg

cat
His

acg
Thr

ttg

ate
Ile

gtg
Val

gect
Ala

agt
Arg

gtg
Val

tte
Phe

gtg
val

aaa

ate
Ile

atg
Met

tce
Ser

acqg
Thr
55

ctt

Leu

act
Thr

gaa
Glu

cod
Pro

gct
Ala
135

tet

ctg
Leu

aca
Thr

att
Ile
40

tac

Tyr

atc
Ile

ggt
Gly

get
Ala

cgt
Arg
120

gca
Ala

gga

ES2716812 T3

ttt
Phe

caa
Gln
25

age

Ser

cte
Leu

tac
Tyr

tece
Ser

gaa
Glu
105

act
Thr

cca
Pro

act

cte
Leu
10

acc

Thr

tge
Cys

aat
Asn

ctg
Lau

ggqg
Gly
90

gat
Asp

ttt
Phe

tet
Ser

gcc

gtg
val

cct
Pro

aaa
Lys

tgg
Trp

gtc
val
75

gecc
Ala

cte
Leu

ggt
Gly

gte
vVal

tect

get
Ala

ctg
Leu

tca
Ser

ctg
Leu
60

tct

Ser

gga
Gly

gga
Gly

gg99g
Gly

tte
Phe
140

gtt

80

act
Thr

tece
Ser

tca
Ser
45

ctg

Leu

cgt
Arg

acc
Thr

gtg
Val

ggt
Gly
125

ate
Ile

gtg

gee
Ala

ctg
Leu
30

caa

Gln

cag
Gln

ttg
Leu

gat
Asp

tat
Tyr
110

ace
Thr

tte
Phe

tge

acg
Thr
15

agce

Ser

tct
Ser

aga
Arg

gac
Asp

tte
Phe
95

tat
Tyr

aaa
Lys

cag
Pro

ctg

gga
Gly

gte
Val

cte
Leu

cea
Pro

tct
Ser
80

act
Thr

tgc
Cys

ttg
Leu

cca
Pro

ctyg

48

96

144

192

2490

288

336

384

432

480



Ser Asp
145

aat aac
Asn Asn

gce cte
Ala Leu

aag gac
Lys Asp

gac tac
Asp Tyr
210

ctyg agce

Leu Ser
225

<210> 16

Glu

tte
Phe

caa
Gln

agc
Ser
195

gag
Glu

teg
Ser

<211> 238

< 212> PRT

Gln

tat
Tyr

teg
Ser
180

acc
Thr

aaa
Lys

cce
Pro

Leu

cce
Pro
165

ggt
Gly

tac
Tyr

cac
His

gte
Val

< 213> Homo sapiens

<400> 16

Met Gly
1

Val His

Thr Leu

Ile His

50

Gly Gln

65

Gly Val

Leu Lys

Trp Gln

Glu Ile
130

Trp

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Gly

115

Lys

Ser

Asp

20

Gln

Asp

Pro

Asp

Ser

100

Ser

Arg

Cys

val

Pro

Gly

Lys

Arg

Arg

His

Thr

Lys
150

aga

Arg

aac
Asn

age
Ser

aaa
Lys

aca
Thr
230

Ile

Val

Ala

Arg

Arg

70

Phe

val

Phe

vVal

Ser

gag
Glu

tce
Ser

cte
Leu

gtc
Val
215

aag
Lys

Ile

Met

Ser

Thr

55

Leu

Thr

Glu

Pro

Ala
135

Gly

gcc
Ala

cag
Gln

age
Ser
200

tac
Tyr

age
Ser

Leu

Thr

Ile

40

Tyr

Ile

Gly

Ala

Arg

120

Ala

ES2716812 T3

Thr

aaa
Lys

gag
Glu
185

age

Ser

gcec
Ala

tte
Phe

Phe

Gln

25

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Ala

gta
Val
170

agt

Ser

ace
Thr

tgc
Cys

aac
Asn

Leu

10

Thr

Cys

Asn

Leu

Gly

Asp

Phe

Ser

Ser
155

cag

Gln

gte
Val

ctg
Leu

gaa
Glu

agg
235

Val

Pro

Lys

Trp

Val

75

Ala

Leu

Gly

vVal

vVal

tgg
Trp

aca
Thr

acg
Thr

gte
vVal
220

gga
Gly

Ala

Leu

Ser

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

Phe
140

81

val

aag
Lys

gag
Glu

ctg
Leu
205

acec
Thr

gag
Glu

Thr

Ser

Ser

45

Leu

Arg

Thr

Val

Gly

125

Ile

Cys

gtg
Val

cag
Gln
190

agec
Ser

cat
His

tgt
Cys

Ala

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Leu

gat
Asp
175

gac
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

tag

Thr

15

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
160

aac
Asn

age
Ser

gca
Ala

gge
Gly

Gly

val

Leu

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Leu

Pro

528

576

624

672

717



ES2716812 T3

Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
145 150 155 160

Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn
165 170 175

Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser
180 185 190

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
195 200 205

Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly
210 215 220

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

<210> 17

< 211> 1404

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
<220>

< 221> CDS

< 222> (1)..(1404)

<400> 17

82



atg
Met

gtt
val

ccc
Pro

aca
Thr

gaa
Glu
65

caa
Gln

aca
Thr

gga
Gly

cat
His

gga
Gly

gee
Ala
50

tgg
Trp

aag
Lys

gee
Ala

tgg
Trp

agt
Ser

gca
Ala
35

tac

Tyr

atc
Ile

ttt
Phe

tac
Tyr

tee
Ser

cag
Gln
20

tect
Ser

tat
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln

atg
Met
100

tgt
Cys

gtg
val

gtg
val

atg
Met

ttg
Leu

ggc
Gly
85

gag
Glu

att
Ile

caa
Gln

aag
Lys

cat
His

gty
val
70

aag

Lys

cte
Leu

att
Ile

ctyg
Leu

ata
Ile

tgg
55

aac
Asn

gct
Ala

cat
His

ctg
Leu

gtg
val

tecc
Ser
40

gtt
val

cct
Pro

tecc
Ser

tca
Ser

ES2716812 T3

ttt
Phe

caa
Gln
25

tgt
Cys

aaa
Lys

tat
Tyr

ctg
Leu

ctg
Leu
105

cte
Leu
10

tece
Ser

aag
Lys

cag
Gln

aac
Asn

act
Thr
90

aca
Thr

gtg
val

ggt
Gly

gcc
Ala

agt
Ser

gga
Gly
75

gta
vVal

tca
Ser

gct
Ala

gce
Ala

tecc
Ser

cce
Pro
60

tte
Phe

gac
Asp

gaa
Glu

83

aca
Thr

gag
Glu

ggc
Gly
45

gtg
val

tca
Ser

aga
Arg

gac
Asp

gce
Ala

gtc
val
30

tac
Tyr

cag
Gln

agt
Ser

tct
Ser

age
Ser
110

aca
Thr
15

gte
val

act
Thr

tece
Ser

tac
Tyr

agt
Ser
95

gcc
Ala

ggec
Gly

aza
Lys

ttt
Phe

ctg
Leu

aat
Asn
80

tcc
Ser

gta
Val

48

96

144

192

240

288

336



tac
Tyr

gge
Gly

teg
Ser
145

gcg
Ala

gtg
Val

get
Ala

gtg
val

cac
His
225
tgt
Cys

gg99
Gly

atg
Met

cac
His

gtg
Val
305

tac
Tyr

gge
Gly

atc
Ile

gtg

tat
Tyr

caa
Gln
130

gte
val

gece
Ala

teg
Ser

gte
val

cag
Pro
210

aag

Lys

gac
Asp

gga
Gly

ate
Ile

gaa
Glu
2590

cat
His

egt
Arg

aag
Lys

gag
Glu

tac

tge
Cys
115

gge
Gly

tte
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp

cta
Leu
185

tec
Ser

cecc
Prc

aaa
Lys

cog
Prc

tec
Ser
275

gac

asp

aat
Asn

gtg
Val

gagqg
Glu

aaa
Lys
355

ace

gca
Ala

aca
Thr

<o
Pro

gge
Gly

aac
Asn
180

cag
Gln

aga
Ser

age
Ser

act
Thr

tea
Ser
260

<cgg
Arg

act
Pro

goo
Ala

gte
Val

tac
Tyr
340

ace
Thr

ctg

cgt
Arg

goa
Ala

ctg
Leu

tgc
Cys
165

tea
Ser

tece
Ser

agc
Ser

aac
Asn

cac
His
245
gte
Val

ace
Thr

gag
Glu

aag
Lys

age
Ser
325

aag
Lys

atc
Ile

cce

gag
Glu

gte
val

gea
Ala
150

ctg
Leu

gge
Gly

teca
Ser

ttg
Leu

acc
Thr
230

aca

Thr

tte
Phe

cot
Pro

gte
val

aca
Thr
310

gte
Val

tgec
Cys

tcc
Ser

cca

tte
Phe

aca
Thr
135

ccc
Pro

gtc
val

gee
Ala

gga
Gly

ggc
Gly
215

aag

Lys

tge
Cys

cte
Leu

gag
Glu

aag
Lys
295

aag
Lys

ate
Leu

aag
Lys

aaa
Lys

tee

tac
Tyr
1240

gty
Val

tee
Ser

aag
Lys

ctyg
Leu

cte
Leu
200

acc
Thr

gtg
val

cca
Pro

tte
Phe

gte
VvVal
280

tte
Phe

ceg
Pro

acc
Thr

gte
Val

gce
ala
360

cqgg

ggc
Gly

age
Ser

tee
Ser

gac
Asp

ace
Thr
185

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp

ceg
Pro

ccc
Pro
265

aca

Thr

aac
Aan

cgg
Arg

gte
Val

tee
Ser
345

aaa
Lys

gat

ES2716812 T3

tat
Tyr

tet
Ser

aag
Lys

tac
Tyr
170

age
Ser

tce
Ser

acc
Thr

aag
Lys

tge
Cys
250

cca

Pro

tge
Cys

tgg
Trp

gag
Glu

ctyg
Leu
330

aac
Asn

g99
Gly

gag

aga
Arg

get
Ala

age
Ser
155

tte
Phe

ggce
Gly

cte
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys
235

cca

Pro

aaa
Lys

gtg
val

tac
Tyr

gag
Glu
315

cac
His

aaa
Lys

cag
Gln

ctg

tac
Tyr

tee
Ser
140

acce
Thr

cce
Pro

gtg
Val

age
Ser

atc
Ile
220

gtt
val

gea
Ala

cae
Pro

gtg
Val

gtg
val

300

cag
Gln

cag
Gln

gcee
Ala

ccc
Pro

ace

ttt
Phe
125

act
Thr

tet
Ser

gaa
Glu

cac
His

age
Ser
205

tgc
Cys

gag
Glu

cct
Pro

aag
Lys

gtg
Val
285

gac
Asp

tac
Tyr

gac
Asp

cte
Leu

cga
Arg
365

aag

84

gac
Asp

aag
Lys

g99
Gly

ccg
Pro

ace
Thr
120

gtg
val

aac
Asn

cce
Pro

gaa
Glu

gac
Asp
270

gac

Asp

gge
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

cca
Pro
350

gaa
Glu

aac

gtec
val

gge
Gly

gge<
Gly

gtg
Val

175

tte
Phe

gtg
val

gty
Val

aaa
Lys

cte
Leu
255

acco

Thr

gtg
Val

gtg
val

age
Ser

ety
Leu
335

gce
Ala

cca
Pro

caqg

tgg
Trp

cca
Pro

aca
Thr
160

acg
Thr

cog
Pro

acc
Thr

aat
Asn

tet
Ser
240

ctg

Leu

cte
Leu

age
Ser

gag
Glu

acg
Thr
320

aat
Asn

cac
Pro

cag
Gln

gte

384

432

480

528

576

624

672

720

768

8le

864

912

960

1008

1056

1104

1152



val

age
Ser
385

gag
Glu

cce
Pro

gtg
Val

atg
Met

tet
Ser
465

Tyr
370

ctg
Leu

tag
Trp

gtg
Val

gac
Asp

cat
His
450

ceg
Pro

<210> 18

Thr

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
435

gag
Glu

ggt
Gly

< 211> 467

<212> PRT

Leu

tge
Cys

agc
Ser

gac
Asp
420

age
Ser

get
Ala

tga

Pro

ctg
Leu

aat
Asn
405

tee

Ser

agg
Arg

ctg
Leu

< 213> Homo sapiens

<400> 18

Met

1

val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Gly

His

Gly

Ala

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys
115

Ser

Gln

Ser

Tyr

Gly

Gln

Met

100

Ala

Cys

val

Val

Met

Leu

Gly

85

Glu

Arg

Pro

gte
Val
390

a99
Gly

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

Ile

Gln

Lys

His

val

70

Lys

Leu

Glu

Ser
375

aaa

Lys

cag
Gln

ggec
Gly

cag
Gln

aac
Asn
455

Ile

Leu

Ile

Trp

55

Asn

Ala

His

Phe

Arg

ggc
Gly

ceq
Pro

tee
Ser

cag
Gln
440

cac
His

Leu

val

Ser

490

Val

Pro

Ser

Ser

Tyr
120

ES2716812 T3

Asp

tte
Phe

gaqg
Glu

tte
Phe
425

g99
Gly

tac
Tyr

Phe

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

Leu

105

Gly

Glu

tat
Tyr

aac
Asn
410

tte
Phe

aag
Asn

acqg
Thr

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Tyr

Leu Thr
380

cce age
Pro Ser
395

aac tac

Asn Tyr

cte tac
Leu Tyrxr

gte tte
Val Phe

cag aag
Gln Lys
460

Val Ala

Gly Ala

Ala Ser

Ser Pro

60

Gly Phe
75

val Asp

Ser Glu

Arg Tyr

85

Lys

gac
Asp

aaqg
Lys

age
Ser

tca
Ser
445

age
Ser

Thr

Glu

Gly

45

Val

Ser

Arg

Asp

Phe
125

Asn

ate
Ile

ace
Thr

aag
Lys
430

tge
Cys

cte
Leu

Ala

val

Tyr

Gln

Ser

Ser

Ser

110

Asp

Gln

gca
Ala

acqg
Thr
415

cte

Leu

tce
Ser

toe
Ser

Thr

15

val

Thr

Ser

Tyr

Ser

95

Ala

val

val

gtg
val
400

cet
Pro

ace
Thr

gtg
val

ctg
Leu

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

val

Trp

1200

1248

1296

1344

1392

1404



Gly

Ser

145

Ala

val

Ala

Val

His

225

Cys

Gly

Met

Hisg

Val

305

Tyr

Gly

Ile

Val

Gln

130

val

Ala

Ser

Val

Pro

210

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

290

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
370

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

125

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

275

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

355

Thr

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

260

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

340

Thr

Leu

Ala

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

His

245

Val

Thr

Glu

Lysg

Ser

325

Lys

Ile

Pro

Val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

230

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

310

Val

Cys

Ser

Pro

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

295

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser
375

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

200

Thr

Val

Pro

Phe

Val

280

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

360

Arg

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

265

Thr

Asgn

Arg

Val

Ser

345

Lys

Asp

ES2716812 T3

Ser

Lys

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

250

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

330

Asn

Gly

Glu

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

235

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

315

His

Lys

Gln

Leu

Ser

140

Thr

Pro

val

Ser

Ile

220

val

Ala

Pro

val

Val

300

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr
380

86

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Pro

Lys

val

285

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

365

Lys

Lys

Gly

Pro

Thr

190

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

270

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

350

Glu

Asn

Gly

Gly

Val

175

Phe

Val

Val

Lys

Leu

255

Thr

Val

Val

Ser

Leu

335

Ala

Pro

Gln

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

240

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

320

Asn

Pro

Gln

Val



Ser

385

Glu

Pro

val

Met
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Trp

Val
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Pro
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Thr

Glu
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390

Gly
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Pro
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Phe
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Gly

Tyr

Asp
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Glu
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Ile

Val
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410
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Asn

Thr
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Lys

Met
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Glu

260

Ser
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Phe
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o un fragmento de unién a epitopo de este que se une especificamente a un receptor EphA2 y
comprende al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera,

en donde dicha cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 12, y en
donde dicha cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 14.

2. Un anticuerpo o un fragmento de unién a epitopo de este segln la reivindicacion 1, en donde dicha cadena
pesada consiste en una secuencia de aminogcidos de la SEQ ID NO: 18, y en donde dicha cadena ligera consiste
en una secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 16.

3. Un anticuerpo o un fragmento de unioén a epitopo de este segun la reivindicacién 1, en donde dicho anticuerpo
monoclonal o fragmento de unién a epitopo de este es un anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este
humanizado o acondicionado:

4. Un conjugado de un anticuerpo o un fragmento de unién a epitopo segun las reivindicaciones 1-3,

en donde dicho conjugado comprende un agente citotéxico elegido entre:

a) el maitansinoide de férmula (XIII):

(X111

(XIV)

c) el maitansinoide de formula (XXIV):
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(XXIV)

d) el maitansinoide de férmula (XXV):

(XXV)

e) el maitansinoide de formula (XXVI):
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(XXVI)

f) el maitansinoide de formula (XXVI):

(XXVIN)
5. Un conjugado segun la reivindicacién 4, en donde dicho agente citotoxico se une covalentemente al anticuerpo.

5 6. Un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 4 0 5, en donde el agente citotoxico es el maitansinoide de
formula (XII1).

7. Un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 4-6, dicho conjugado tiene una estructura elegida entre las
estructuras de la férmula (XV):
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L—AD

y de la formula (XVI):

— S —_—
N/\)LN/\’%O\/ﬂT/Ab
H 4

(XVI)

en donde Ab es un anticuerpo segun las reivindicaciones 1-3 y n es un nimero entero comprendido entre 1y 15.
8. El conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicaciéon 7, en donde n estd comprendido entre 4 y 7.

9. El conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 8 que tiene la estructura de formula (XV).

10. Un método para preparar un conjugado que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una disolucidon acuosa, opcionalmente tamponada, de un agente de unién a célula con una
disolucién de un compuesto citotoxico;

(i) después, separar opcionalmente el conjugado que se formé en (i) de los reactivos que no hicieron reaccion y
cualquier aglomerado que pueda estar presente en la disolucion;

en donde el agente de union a célula es un anticuerpo segun las reivindicaciones 1-3, y un agente citotoxico elegido
entre:

el compuesto de formula (XVII):
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(XVII)

en donde Y es N-succinimidiloxi, N-sulfosuccinimidiloxi, N-ftalimidiloxi, N-sulfoftalimidiloxi, 2-nitrofeniloxi, 4-
nitrofeniloxi, 2,4-dinitrofeniloxi, 3-sulfonil-4-nitrofeniloxi, 3-carboxi-4-nitrofeniloxi, imidazolilo o &tomo de halégeno; y

el compuesto de formula (XVIII):

(XVIII)

en donde Y es N-succinimidiloxi, N-sulfosuccinimidiloxi, N-ftalimidiloxi, N-sulfoftalimidiloxi, 2-nitrofeniloxi, 4-
nitrofeniloxi, 2,4-dinitrofeniloxi, 3-sulfonil-4-nitrofeniloxi, 3-carboxi-4-nitrofeniloxi, imidazolilo o &tomo de halégeno.

11. Una composicién farmacéutica que contiene un anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 4-9, y un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

12. Un anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o un
conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 4-9, para su uso como un medicamento.

13. El uso de anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o un
conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 4-9, para producir un medicamento para tratar el cancer.

14. El uso de la reivindicacion 13, en donde el cancer se elige entre carcinoma, incluidos los de vejiga, mama, colon,
rifidn, higado, pulmén, ovario, pancreas, estbmago, cuello uterino, tiroides y piel; incluido el carcinoma de células
escamosas; tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, incluida, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfoblastica aguda, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Burkitt; tumores hematopoyéticos de
linaje mieloide, incluidas leucemias mielégenas agudas y cronicas y leucemia promielocitica; tumores de origen
mesenquimatoso, incluidos fibrosarcoma y rabdomiosarcoma; otros tumores, incluidos melanoma, seminoma,
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teratocarcinoma, neuroblastoma y glioma; tumores del sistema nervioso central y periférico, incluidos astrocitoma,
neuroblastoma, glioma y schwannomas; tumores de origen mesenquimatoso, incluidos fibrosarcoma,
rabdomiosarcoma y osteosarcoma; u otros tumores, incluido melanoma, xerodermia pigmentosa, queratoacantoma,
seminoma, cancer folicular tiroideo y teratocarcinoma.

15. Un anticuerpo o un fragmento de unién a epitopo de este segun las reivindicaciones 1-3, en donde el paratopo
de dicho anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a epitopo de este comprende en la cadena ligera: Arg35 del
bucle L1, Tyr54, Arg58 y Asp60 de L2.

16. Un anticuerpo o un fragmento de unién a epitopo de este segun las reivindicaciones 1-3, en donde el paratopo
de dicho anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a epitopo de este comprende en la cadena pesada: Thr30,
Ala31, Tyr32 y Tyr33 del bucle H1, Asn52, Tyr54, Asn55 y Phe57 de H2 y Glu99, Phe100, Tyr101, Gly102, Tyr103 y
Tyr105 de H3.

17. Un anticuerpo o un fragmento de uniéon a epitopo de este segln las reivindicaciones 1-3, en donde dicho
anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a epitopo de este comprende una mutacién en la posicién: Thr H28.

18. Un anticuerpo o un fragmento de unién a epitopo de este segin las reivindicaciones 1 a 3, que une
especificamente a un epitopo del receptor EphA2 humano que comprende los residuos Gly49, Lys50, Gly51, Asp53,
Cys70, Asn71, Val72, Met73, Ser74, Gly75, GIn77, Phe108, Pro109, Gly110, Gly111, Ser113 y Ser114 del LBD del
dominio extracelular del receptor EphA2 o una forma conservadoramente sustituida de estos.

19. Un conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9 que tiene una DAR promedio mayor que 4, la DAR
se mide con un espectrofotometro de UV y se determina mediante la siguiente ecuacion

DAR=cp/ca

con:

Cp = [(aza0 X Assa) - (Enzze X Aoso)] / [{€pasa X Enzso) - (Enzsz X Epzso)]
Ca = [Asso — (Cp X €0280)] / €nzeo

€pesz = 26,159 Mem”!

€pze0 = 5,180 M em’”

€az30= 224,000 M cm”

€= 82,880 MTem”

Asso ¥ Asgp como las absorbancias del conjugado medidas en un espectrofotometro de UV a 252 y 280 nm,
respectivamente.

20. Un conjugado segun la reivindicaciéon 19 que tiene una DAR promedio comprendida entre 4y 10 0 5y 8.
21. Un conjugado segun la reivindicaciéon 20 que tiene una DAR promedio comprendida entre 5,9y 7,5.

22. Un articulo de fabricacion que comprende:

- a) un material de envasado

- b) un anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o un
conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 4-9y 21 a 23,y

- €) una etiqueta o prospecto del envase contenido dentro de dicho material de envasado que indica que dicho
anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este es eficaz para tratar el cancer.

23. El anticuerpo o fragmento de unidén a epitopo de este segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o un
conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 4-9, para su uso en el tratamiento del cancer.

24. El anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de este, o el conjugado para su uso segun la reivindicacion 23,

caracterizado porque dicho cancer se elige entre carcinoma, incluidos los de vejiga, mama, colon, rifidn, higado,

pulmoén, ovario, pancreas, estdmago, cuello uterino, tiroides y piel; incluido el carcinoma de células escamosas;

tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, incluida, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica

aguda, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Burkitt; tumores hematopoyéticos de linaje mieloide,

incluidas leucemias mielégenas agudas y cronicas y leucemia promielocitica; tumores de origen mesenquimatoso,
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incluidos fibrosarcoma y rabdomiosarcoma; otros tumores, incluidos melanoma, seminoma, teratocarcinoma,
neuroblastoma y glioma; tumores del sistema nervioso central y periférico, incluidos astrocitoma, neuroblastoma,
glioma y schwannomas; tumores de origen mesenquimatoso, incluidos fibrosarcoma, rabdomiosarcoma vy
osteosarcoma; u otros tumores, incluido melanoma, xerodermia pigmentosa, queratoacantoma, seminoma, cancer

folicular tiroideo y teratocarcinoma.
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Fig. 1A

SEQ ID N° 1
AYYMH

SEQ ID N° 2
LVNPYNGFSSYNQKFQG

SEQ ID N° 3
EFYGYRYFDV

SEQ ID N° 4
KSSQSLIHSDGRTYLN

SEQ ID N° 5
LVSRLDS

SEQIDN°®6
WQGSHFPRT

SEQIDN°7

GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAG
TGAAGATTTCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGCCTACTACATGCACT
GGGTGAAGCAAAGTCATGTAAAGAGTCTTGAGTGGATTGGACTTGTTAATCCT
TACAATGGTTTTAGTAGCTACAACCAGAATTTCGAGGACAAGGCCAGCTTGAC
TGTAGATAGATTCTCCAGCACCGCCTACATGGAACTCCACAGCCTGACATCTG
AGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGAATTCTACGGCTACCGGTACTTC
GATGTCTGGGGCGCAGGGACCGCGGTCACCGTCTCCTCA
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Fig. 1B

SEQID N°9

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGGTTACCATTGGACAA
CCAGCCTCCATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCATACATAGTGATGGA
AGAACATATTTGAATTGGTTGTTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCGC
CTAATTTATCTGGTGTCTAGACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCACT
GGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGC
TGAGGATTTGGGAGTTTATTATTGCTGGCAAGGTTCACATTTTCCTCGGAC
GTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGG

SEQ ID N° 11

CAGGTGCAACTGGTGCAATCCGGTGCCGAGGTCGTCAAACCCGGAGCATC
TGTGAAGATATCCTGTAAGGCCTCCGGCTACACTTTTACAGCCTACTATAT
GCATTGGGTTAAACAGAGTCCCGTGCAGTCCCTGGAATGGATCGGCTTGG
TGAACCCTTATAACGGATTCTCAAGTTACAATCAAAAGTTTCAGGGCAAGG
CTTCCCTGACTGTAGACAGATCTAGTTCCACAGCCTACATGGAGCTCCATT
CACTGACATCAGAAGACAGCGCCGTATACTATTGCGCACGTGAGTTCTACG
GCTATAGATACTTTGACGTCTGGGGCCAAGGCACAGCCGTCACAGTGAGC
TCT

SEQ ID N° 13

GACGTCGTGATGACACAAACCCCTCTGTCCCTGAGCGTCACTCTGGGACA
ACCCGCTTCCATTAGCTGCAAATCATCACAATCTCTCATCCACTCAGACGG

CCGTACGTACCTCAATTGGCTGCTGCAGAGACCAGGACAGTCCCCTAAAA

GGCTTATCTACCTGGTCTCTCGTTTGGACTCTGGTGTACCAGACCGGTTTA
CTGGTTCCGGGGCCGGAACCGATTTCACTCTGAAGATTTCCAGGGTGGAA
GCTGAAGATCTCGGAGTGTATTATTGCTGGCAGGGCAGCCATTTCCCCCG

TACTTTTGGTGGGGGTACCAAATTGGAAATTAAG
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Fig. 1C

SEQ ID N° 15

atgggatggtcttgcatcatcctgtttctcgtggctactgccaccggagtgcacagtgacgtegtgatgacacaaacce
ctctgtcectgagcegtcactctgggacaacccgcttccattagetgcaaatcatcacaatctctcatccactcagacgg
ccgtacgtacctcaattggctgctgcagagaccaggacagtcccctaaaaggcttatctacctggtctctegtitggac
tctggtgtaccagaccggtttactggttccggggccggaaccgatttcactctgaagatttccagggtggaagctgaa
gatctcggagtgtattattgctggcagggcagccatttcccecgtacttttggtgggggtaccaaattggaaattaage
gtacggtggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctcetgttgtgtgect
gctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccca
ggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagce
agactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagct

tcaacaggggagagtgttag

SEQ ID N° 17

atgggatggtcctgtattattctgtttctcgtggctacagccacaggcegticatagtcaggtgcaactggtgcaatceggt
gccgaggtegtcaaacccggagceatctgtgaagatatcctgtaaggcectccggctacacttttacagectactatatg

cattgggttaaacagagtcccgtgcagtccctggaatggatcggcetiggtgaacccttataacggattctcaagttaca
atcaaaagtttcagggcaaggcttccctgactgtagacagatctagttccacagcctacatggagctccattcactga
catcagaagacagcgccgtatactattgcgcacgtgagttctacggctatagatactttgacgtctggggccaaggce

acagccgtcacagtgagctctgctticcactaagggcccatcggtctticccectggcacccetectccaagagcacctct
gggggcacagcggccctgggctgcectggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcagge
gccctgaccagceggcegtgcacaccttcceggcetgtectacagtcctcaggactctactcectcagcagegtggtgac
cgtgccctccagcagcetigggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtgg

acaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctggggg
gaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggaccectgaggtcacatgegtg
gtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgcce
aagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtecctgcaccagg

actggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccageccccatcgagaaaaccatce
tccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccccatcccgggatgagcetgaccaaga
accaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgecgtggagtgggagagcaatggge
agccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgcetggactccgacggctcecttcticctctacagcaagctcac
cgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcegtgatgcatgaggctctgcacaaccacta

cacgcagaagagcctctccctgtctcecgggttga
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Fig. 2
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Fig. 3

:]_005 =118 -
3 ]

1 8
o

148514

g
i
ég |

CIARABAAAR AL PP,

SPPFIEISIEI PP S F it 3555, %%

¢ : AT

LR L My .
v\ﬁhﬁg\\ﬁ \%‘Y&"‘ ;\P‘v\%'_\\'?&r!‘r_\&"&.\' '\5{\-\.&5

e i :
L Sl W, AW
g T

146000 148000 150000 152000 154000 156000 153000 160000

101



ES2716812 T3

Fig. 4
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Fig. 5A
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Fig. 5B
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9B
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12A
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Fig. 12B

Cadena ligera de 2H11

SRS

: Ry,
&\\\K. %, %,

o

P
b
o

s
i

Cadena pesada de

2H11

113



ES2716812 T3

Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 15
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Fig. 16
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Fig. 17
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